Prediction models for identification of potential inhibitors for various Ebola virus proteins by Hudi, Vita
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
 
 
 
 
Napovedni modeli za identifikacijo potencialnih 
inhibitorjev različnih proteinov virusa ebole 
 
 
MAGISTRSKO DELO 
UNIVERZITETNI ŠTUDIJSKI PROGRAM  
2. STOPNJE KEMIJA 
 
 
 
Vita Hudi 
 
 
MENTOR: doc. dr. Črtomir Podlipnik 
 
 
 
 
Ljubljana, 17.5.2020 
 
 
  
 
 
 
IZJAVA O AVTORSTVU 
magistrskega dela 
 
Spodaj podpisana Vita Hudi, sem avtorica magistrskega dela z naslovom: 
Napovedni modeli za identifikacijo potencialnih inhibitorjev različnih proteinov 
virusa ebole 
 
S svojim podpisom zagotavljam, da: 
 
• je magistrsko delo rezultat mojega raziskovalnega dela pod mentorstvom 
doc. dr. Črtomirja Podlipnika 
 
• sem poskrbela, da so dela in mnenja drugih avtorjev, ki jih uporabljam v 
predloženem magistrskem delu, navedena oziroma citirana v skladu z navodili; 
 
• se zavedam, da je plagiatorstvo, v katerem so tuje misli oziroma ideje 
predstavljene kot moje lastne, kaznivo po zakonu (Zakon o avtorski in sorodnih 
pravicah – uradno prečiščeno besedilo (ZASP-UPB3) (Ur. list RS, št. 16/2007); 
 
• sem poskrbela za slovnično in oblikovno korektnost magistrskega dela; 
 
• je elektronska oblika magistrskega dela identična tiskani obliki magistrskega dela. 
 
 
V Ljubljani, 17.5.2020      Podpis avtorice: 
 
 
  
 
 
 
Magistrsko delo je zaključek Magistrskega študijskega programa 2. stopnje Kemije. 
Delo je bilo opravljeno na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo UL. 
Senat UL FKKT je za mentorja imenoval doc. dr. Črtomirja Podlipnika. 
Recenzenti: izr. prof. dr. Miha Lukšič in prof. dr. Iztok Turel 
 
Komisija za oceno in zagovor magistrskega dela  
 
Predsednik komisije: prof. dr. Iztok Turel  Univerza v Ljubljani, FKKT  
 
Član: doc. dr. Črtomir Podlipnik   Univerza v Ljubljani, FKKT   
 
Član: izr. prof. dr. Miha Lukšič    Univerza v Ljubljani, FKKT   
  
 
 
 
   
   
 
 
Zahvala 
Zahvaljujem se mentorju doc. dr. Črtomirju Podlipniku za pomoč pri izdelavi magistrske 
naloge, za potrpežljivost in prijaznost ter za vse koristne strokovne nasvete. 
Zahvaljujem se članu komisije, izr. prof. dr. Mihi Lukšiču in predsedniku komisije prof. 
dr. Iztoku Turelu za skrbno pregledano magistrsko nalogo ter za vse koristne nasvete in 
priporočila. 
Zahvaljujem se Ernestu Špragerju, očetu Mateju in mami Ireni za neomajno podporo v 
času študija.
 
 
  
 
 
 
Kazalo 
1 Uvod ........................................................................................................ 1 
1.1 Ebola ................................................................................................. 1 
1.1.1 Okužba, simptomi in potek bolezni ............................................................ 2 
1.2 Pretekli izbruhi ebole ........................................................................ 3 
1.2.1 Sudan 1976 ................................................................................................. 3 
1.2.2 Zaire 1976 ................................................................................................... 4 
1.2.3 Zahodna Afrika 2013-2016 ........................................................................ 4 
1.2.4 Equator 2018 .............................................................................................. 5 
1.2.5 Kivu 2018-2019 .......................................................................................... 6 
1.3 Diagnoza ........................................................................................... 6 
1.4 Obvladovanje izbruha ....................................................................... 7 
1.5 Zgradba virusa ebole ........................................................................ 7 
1.5.1 Glikoprotein (GP) ....................................................................................... 8 
1.5.2 RNA polimeraza L.................................................................................... 10 
1.5.3 VP 35 ........................................................................................................ 11 
1.5.4 VP30 ......................................................................................................... 11 
1.5.5 Nukleoprotein (NP) .................................................................................. 11 
1.5.6 VP24 ......................................................................................................... 12 
1.5.7 VP40 ......................................................................................................... 12 
1.6 Potencialne tarče za male molekulske inhibitorje .......................... 12 
1.6.1 Preprečitev vstopa EBOV v celico ........................................................... 13 
1.6.2 Prekinitev procesov replikacije, transkripcije in translacije ..................... 14 
1.6.3 Zmanjšanje zaviranja imunskega odziva .................................................. 16 
1.6.4 Zaviranje izgradnje in brstenja celice ....................................................... 16 
1.7 Zdravljenje in zdravila v razvoju .................................................... 17 
1.8 Cepiva v razvoju ............................................................................. 17 
2 Namen dela .......................................................................................... 19 
3 Metode .................................................................................................. 21 
3.1 Uporabljena programska orodja ..................................................... 21 
 
 
3.2 Virtualno rešetanje .......................................................................... 21 
3.2.1 Molekulsko sidranje ................................................................................. 21 
3.3 HYDE ............................................................................................. 23 
3.3.1 Računanje HYDE ..................................................................................... 23 
3.3.2 Računanje dehidratacijske energije .......................................................... 23 
3.3.3 Računanje energije vodikove vezi ............................................................ 24 
3.3.4 Rezultati SeeSAR ..................................................................................... 24 
3.4 QSAR .............................................................................................. 25 
3.4.1 Multivariatna linearna regresija ................................................................ 27 
4 Eksperimentalno delo ......................................................................... 29 
4.1 Zbirka spojin 1 za molekulsko sidranje .......................................... 29 
4.1.1 Izdelava ligandov za VP35 v SeeSAR ..................................................... 29 
4.2 Priprava receptorskih mest na proteinih ......................................... 32 
4.3 Molekulsko sidranje ....................................................................... 34 
4.4 Zbirka spojin 2 za QSAR/QSPR .................................................... 35 
4.5 Napovedni model 1 - QSAR v programu Canvas .......................... 36 
4.6 Napovedni model 2 - ISIDA/QSPR ............................................... 38 
4.6.1 Eksterni test ISIDA/QSPR ....................................................................... 40 
4.7 Izračun vrednosti pKd zbirki spojin za molekulsko sidranje .......... 42 
5 Rezultati in razprava .......................................................................... 45 
5.1 Najboljši izdelani hipotetični ligandi za VP35 ............................... 45 
5.2 Rezultati molekulskega sidranja ..................................................... 48 
5.2.1 VP24 ......................................................................................................... 49 
5.2.2 VP30 ......................................................................................................... 51 
5.2.3 VP35 ......................................................................................................... 52 
5.2.4 VP40 ......................................................................................................... 54 
5.2.5 NPC1 ........................................................................................................ 55 
5.3 Rezultati QSAR v programu Canvas .............................................. 57 
5.3.1 Statistična ocena kvalitete napovednega modela...................................... 58 
5.3.2 Primerjava izračunanih vrednosti pKd z dejanskimi................................. 59 
5.4 Rezultati QSPR v programu ISIDA/QSPR .................................... 61 
 
 
5.4.1 Rezultati eksternega testa ......................................................................... 64 
5.5 Izračun vrednosti pKd zbirki spojin za molekulsko sidranje .......... 66 
5.5.1 Izračun pKd z napovednim modelom 1 – Canvas (Schrödinger) ............. 66 
5.5.2 Izračun pKd z napovednim modelom 2 – ISIDA/QSPR........................... 68 
6 Sklepne ugotovitve .............................................................................. 69 
7 Literatura ............................................................................................. 73 
7.1 Literatura za pripravo zbirke spojin za molekulsko sidranje ......... 79 
 
 
 
  
 
 
 
Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
Kratica Pomen 
(-)ssRNA Negativno zavita verižna ribonukleinska kislina 
ang. Angleško 
BDBV Virus Bundibugyo (Bundibugyo ebolavirus) 
cRNA Komplementarna ribonukleinska kislina 
DNA Deoksiribonukleinska kislina 
DRC Demokratična Republika Kongo 
dsRNA Dvoverižna ribonukleinska kislina 
EBOV Virus Ebola (Zaire ebolavirus) 
EGCG Epigalokatehin galat 
EMA Evropska agencija za zdravila 
EVD Virusna bolezen ebola 
FDA Zvezna agencija za hrano in zdravila 
GA Genetski algoritem 
GP Glikoprotein 
HYDE Cenilna funkcija za oceno afinitete vezanja liganda na receptorsko 
mesto proteina, ki jo uporablja program SeeSAR 
IC Inkrementalni konstrukcijski algoritem 
IFNα/β Interferon tipa I 
JAK1 Janus tirozin kinaza 
Kd Konstanta disociacije 
KPNA5 Importin podenote alfa-6 
lat. Latinsko 
MARV Virus Marburg (Marburgvirus) 
MC Monte Carlo 
MLR Multivariatna linearna regresija 
mRNA Informacijska ribonukleinska kislina 
NP Nukleoprotein 
PCA Metoda glavnih komponent 
PDB Podatkovna knjižnica proteinskih struktur (ang. Protein Data 
Bank) 
pKd Negativni logaritem konstante disociacije 
PP2A Protein fosfataza 2 
QSAR Kvantitativno razmerje med strukturo in delovanjem (metoda) 
QSPR Kvantitativno razmerje med strukturo in lastnostjo (metoda) 
RESTV Virus Reston (Reston ebolavirus) 
 
 
RNA Ribonukleinska kislina 
RNP Ribonukleoprotein 
RT-PCR Metoda verižne reakcije s polimerazo s predhodno reverzno 
transkripcijo 
rVSV-ZEBOV Cepivo proti eboli na osnovi modificiranega virusa vezikularnega 
stomatitisa 
sGP Sekretorni glikoprotein 
ssGP Mali topni glikoprotein 
STAT1 Signalni pretvornik in aktivator transkripcije 
SUDV Virus Sudan (Sudan ebolavirus) 
TAFV Virus Tai Forest (Taï Forest ebolavirus) 
VLP Virusu podobni delci (cepivo) 
VP24 Virusni protein 24 
VP30 Virusni protein 30 
VP35 Virusni protein 35 
VP40 Virusni protein 40 
vRNA Virusna ribonukleinska kislina 
WHO Svetovna zdravstvena organizacija 
 
  
 
 
Napovedni modeli za identifikacijo potencialnih inhibitorjev različnih proteinov 
virusa ebole 
Povzetek 
Virus Ebola (lat. ebolavirus) je filovirus tipa (-)ssRNA, ki je znan po visokih stopnjah 
prenosa in smrtnosti. Smrtnost bolezni, ki je izbruhnila leta 2014 v Zahodni Afriki, se je 
na primer gibala med 50-70 %. Bolezen, ki jo ta virus povzroča, se prenaša s telesnimi 
tekočinami okuženih. Okužbi sledi padec imunskega sistema, vnetni odziv, odpoved 
vaskularnega sistema in odpoved več organov. Smrt nastopi po 6-16 dneh od prvih 
znakov okužbe. Na tržišču zaenkrat še ni dostopnih učinkovitih zdravil za zdravljenje 
okužbe, nekatera cepiva, ki dokazano ščitijo proti okužbi z virusom Ebola, pa so že v 
zadnji fazi kliničnega testiranja.  
RNA genom ebolavirusa ima več genov, ki kodirajo za vsaj 10 različnih proteinov med 
drugimi za glikoprotein (GP) in za virusne proteine VP24, VP30, VP35, VP40. Tako kot 
mnogi drugi virusi, tudi ta za svojo replikacijo izrabi gostiteljske celice. Poznavanje 
strukture nam daje vpogled v delovanje virusa in nam omogoča napovedovanje interakcij 
posameznih virusnih proteinov z izbranimi molekulami. S pomočjo specializiranih  
programskih orodij lahko napovemo, ali se bo neka molekula vezala na določen protein, 
kam se bo vezala ter kako močno in učinkovito se bo vezala v izbrano vezavno mesto na 
proteinu. S tem ugotovimo ali je izbrana molekula potencialni inhibitor obravnavanega 
proteina in s tem tudi potencialno zdravilo pri okužbi s tem virusom. 
V okviru te magistrske naloge smo se iskanja potencialnih inhibitorjev virusa ebole lotili 
z metodami virtualnega rešetanja. Ustvarili smo zbirko spojin, ki naj bi že imele nek 
domneven zdravilen učinek proti eboli. Izmed zbranih spojin jih je mnogo takšnih, ki se 
že uporabljajo za zdravljenje različnih bolezni. V sklopu magistrske naloge smo iskali 
spojine, ki so že uveljavljene na svetovnem trgu kot zdravila in bi jih poleg tega lahko 
uporabili tudi pri zdravljenju ebole (ang. drug repurposing). Z metodo molekulskega 
sidranja v programu SeeSAR smo izbrali peščico takšnih spojin, ki so se in silico dobro 
vezale v vezavna mesta različnih proteinov ebolavirusa.  
V sklopu priprave napovednih modelov za identifikacijo potencialnih virusnih 
inhibitorjev smo pripravili drugo zbirko spojin, za katere smo imeli podane podatke o 
učinkovitosti vezanja na virusni protein 35 (VP35). Na podlagi te zbirke smo pripravili 
dva napovedna modela QSAR (kvantitativno razmerje med strukturo in delovanjem) in 
QSPR (kvantitativno razmerje med strukturo in lastnostjo) z metodo multivariatne 
linearne regresije. S pripravljenima napovednima modeloma lahko za nekatere izbrane 
molekule teoretično napovemo učinkovitost vezave v vezavno mesto proteina VP35 z 
neko določeno zanesljivostjo. 
Ključne besede:  
Ebola, ebolavirus, zdravila, virtualno rešetanje, molekulsko sidranje, QSAR, QSPR, 
napovedni modeli, multivariatna linearna regresija 
 
 
  
 
 
Prediction models for identification of potential inhibitors for various Ebola virus 
proteins 
Abstract 
The Ebola virus (lat. ebolavirus) is a (-)ssRNA filovirus known for its high transmission 
and mortality rates. The mortality rate of the epidemic that erupted in 2014 in West Africa, 
for example, ranged between 50-70%. The disease caused by this virus is transmitted 
through contact with bodily fluids of the infected. The infection is followed by a severe 
weakening of the immune system, an inflammatory response, vascular system failure and 
multi-organ failure. Death occurs after 6-16 days from the first signs of infection. There 
are currently no effective treatments available. Some vaccines that have been proven to 
protect against Ebola infection are currently in the final stages of clinical trials. 
The ebolaviruses RNA genome has 7 genes coding for at least 10 different proteins 
among which are glycoprotein (GP) and viral proteins VP24, VP30, VP35 and VP40. 
Like many other viruses, ebolavirus utilizes host cells for its replication. Knowledge of 
the viral structure gives us insight into the functioning of the virus and allows us to predict 
the interactions of individual viral proteins with selected molecules. With specialized 
software tools we can predict whether a molecule will bind to a specific protein, where it 
will bind, and how strongly and efficiently it will bind to the selected binding site on the 
protein. This determines whether the selected molecule is a potential inhibitor of the 
chosen viral protein and thus a potential cure for infection with virus Ebola. 
In this master's thesis, we searched for potential Ebola virus inhibitors using virtual 
screening methods. We have created a collection of compounds that have presumed 
therapeutic effect against infection with virus Ebola. Of the compounds collected, many 
are already used to treat various diseases. As part of this thesis, we looked for compounds 
that are already available on the market and could also be used in the treatment of Ebola. 
This approach is called drug repurposing. Using the molecular docking method in the 
program SeeSAR, we selected a handful of compounds that showed promising results for 
in silico binding to chosen binding sites of different ebolavirus proteins. 
We prepared a second collection of compounds and their corresponding data on the 
binding efficiencies to the viral protein 35 (VP35). We used this data for generation of 
two predictive models for identification of potential viral inhibitors. Predictive models 
QSAR (quantitative structure- activity relationship) and QSPR (quantitative structure-
property relationship) were created using the multiple linear regression method. With 
these predictive models, we can calculate with some certainty, what the binding efficiency 
of a selected molecule to the VP35 protein binding site, is going to be. 
Keywords: 
Ebola, ebolavirus, drugs, virtual screening, molecular docking, QSAR, QSPR, prediction 
models, multiple linear regression 
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1 Uvod 
1.1 Ebola 
Virusi ebole spadajo v družino filovirusov (latinsko: Filoviridae). Za filoviruse je 
značilno, da imajo negativno zavito verižno RNA ali s kratico (-)ssRNA. Pojavljajo se 
predvsem na območjih zahodne in ekvatorialne Afrike, najdeni pa so bili tudi v Aziji in 
Evropi. Obstaja šest različnih podvrst virusov iz rodu ebolavirus: Bundibugyo 
ebolavirus (BDBV), Reston ebolavirus (RESTV), Sudan ebolavirus (SUDV), 
Taï Forest ebolavirus (TAFV), Bombali ebolavirus in Zaire ebolavirus ali kar 
virus Ebola (EBOV). Slika 1 je bila posneta z elektronskim mikroskopom in prikazuje 
Zaire ebolavirus [1][2][3][4]. 
Družina filovirusov poleg rodu Ebolavirus vsebuje tudi rodove Marburgvirus, 
Dianlovirus, Striavirus, Thamnovirus in Cuevavirus. Virus rodu Marburgvirus (MARV) 
povzročajo bolezen imenovano marburg, ki ima podobne simptome, kot bolezen 
ebola [3][5]. 
 
Slika 1 – Barvni elektronski mikrograf viriona virusa Ebola [6].  
Vir: [6] 
Za bolezni virusov družine ebolavirus so značilne zelo visoke stopnje smrtnosti, ki pa se 
razlikujejo med posameznimi podvrstami. Samo virus Bundibugyo, virus Sudan in virus 
Ebola so povezani z izbruhi epidemij pri človeku. Stopnje smrtnosti za izbruhe teh 
podvrst znašajo v povprečju 25 % za virus Bundibugyo, 50 % za virus Sudan in 80 % za 
virus Ebola. Bolezni, ki jih ti virusi povzročajo, se skupno imenujejo virusne bolezni 
ebole (EVD) [1]. 
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1.1.1 Okužba, simptomi in potek bolezni 
EBOV se med ljudmi prenaša preko stika s telesnimi tekočinami okužene osebe ali pa pri 
nepravilnem rokovanju s kužnimi trupli. V akutni fazi bolezni in v obdobju okrevanja je 
z metodo RT-PCR virus možno zaznati v slini, solzah, znoju, materinem mleku, urinu, 
krvi, cerebrospinalni tekočini, očesni tekočini, amnijski tekočini, vaginalnem izcedku in 
semenski tekočini. V določenih delih telesa se virus lahko zadržuje celo več let po 
okrevanju. Ta območja se imenujejo imunsko privilegirana mesta in vključujejo na primer 
očesno tekočino, centralno živčni sistem in testise. Semenska tekočina pri moških, ki so 
bili okuženi z ebolo, lahko ostane kužna še celo leto po pojavu prvih znakov bolezni [1]. 
Od trenutka, ko se posameznik okuži z virusom, do trenutka, ko se pojavijo prvi 
simptomi, lahko traja od 2 do 21 dni. Temu obdobju pravimo inkubacijska doba bolezni. 
Prvi simptomi, ki se pojavijo pri bolnikih so običajno nespecifični in se lahko razlikujejo 
glede na sev virusa. Vključujejo lahko visoko vročino, utrujenost, slabo počutje, bolečine 
v mišicah in sklepih, bruhanje in bolečine v trebuhu. Simptomi, ki so nekoliko redkejši, 
so kašelj, kolcanje, vnetje očesne veznice in težave z dihanjem. Čez nekaj dni se lahko 
pojavijo slabost, bruhanje in driska. V tem obdobju lahko posameznik s hujšo obliko 
bolezni izgubi tudi od 5 do 10 litrov tekočine dnevno. Ni nujno, da so pri bolnikih vsi 
simptomi prisotni. Ugotovljeno je bilo, da je verjetnost smrti mnogo večja pri bolnikih, 
ki imajo simptome kot so kolcanje, krvavitve, driska, težave s požiranjem, težave z 
dihanjem in vnetje očesne veznice [7]. V primeru, da bolnikov imunski sistem uspe 
izdelati protitelesa, ki prepoznajo virus, začne bolnik v tem stadiju okužbe okrevati. V 
nasprotnem primeru sledi padec imunskega sistema, šok, sistematski vnetni odziv, 
odpoved vaskularnega sistema in odpoved več organov. V tem stadiju se včasih pojavijo 
krvavitve sluznic, prebavil in oči, na koži se lahko pojavijo krvavi mehurji (petehije). 
Smrt nastopi po 6-16 dneh od prvih znakov okužbe [1][2][7]. 
Virusna bolezen ebola (EVD) je zoonotska bolezen. To pomeni, da lahko okuži ljudi in 
druge živali, med drugimi primate, netopirje in duiker antilope. Virus lahko pri tem 
prehaja med različnimi vrstami. Naravni gostitelji virusa ebola naj bi bili netopirji vrste 
leteče lisice (Pteropodidae), vendar do sedaj virus še ni bil izoliran iz netopirjev v 
naravnih pogojih. Ti netopirji v naravi predstavljajo tudi rezervoar za virus. V naravi  torej 
ves čas obstaja okužena populacija netopirjev, kar pomeni, da lahko epidemija izbruhne 
kadarkoli, ko ljudje pridejo posredno ali neposredno v stik s to okuženo populacijo. 
Večina epidemij se začne tako, da primarni posameznik rokuje z okuženo živaljo ali 
njenim truplom, nato pa se virus prenaša od človeka do človeka. Še zlasti se virus hitro 
širi med družinskimi člani. Način prenosa virusa med živalskimi vrstami je prikazan na 
sliki 2 [1][8]. 
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Pogosto v obdobjih izbruha ebole pri človeku prihaja tudi do izbruhov pri določenih 
živalskih vrstah. V izbruhu leta 2001 v Gabonu so lokalni prebivalci in raziskovalci v 
obdobju 8 mesecev na območju zabeležili vsaj 64 najdb živalskih trupel (gorile, šimpanzi 
in duiker antilope), kar je sicer v naravi redek pojav. Testiranje vzorcev preminulih živali 
je pokazalo okužbo z ebolo [8]. 
 
Slika 2 - Življenjski cikel virusa ebole. Enzootski cikel: Netopirji predstavljajo domnevni naravni rezervoar 
virusa ebole. Epizootski cikel: Virus se iz netopirjev prenese na druge živalske vrste in na ljudi, ki dalje 
širijo virus znotraj svoje vrste. 
Prevzeto po: [9] 
 
1.2 Pretekli izbruhi ebole 
Do danes je bilo skupno zabeleženih že več kot 20 izbruhov ebole. Na sliki 3 so na 
zemljevidu označeni večji izbruhi ebole do danes [1]. 
1.2.1 Sudan 1976 
Prvi zabeleženi izbruh ebole se je zgodil leta 1976 v mestu Nzara v Sudanu (danes Južni 
Sudan). Datum prve okužbe je bil ocenjen na 27. junija 1976. Okužba se je razširila tudi 
na sosednja mesta: Maridi, Tembura in Juba ter je trajala do novembra 1976. Skupno je 
ta izbruh povzročil 284 okužb in 151 smrti (stopnja smrtnosti: 53 %). Kasneje je bila vrsta 
virusa, ki je povzročila ta izbruh izolirana, analizirana in ustrezno poimenovana 
Sudan ebolavirus [10][11]. 
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1.2.2 Zaire 1976 
1. septembra 1976 se je v mestu Yambuku v severnem Zairu (danes Demokratična 
Republika Kongo) pojavila prva okužba z ebolo. Okuženi posameznik je zbolel 5 dni po 
prejemu injekcije klorokina (zdravilo proti malariji) v bolnišnici v Yambuku. Kasneje se 
je v isti bolnišnici na enak način okužilo še več posameznikov. Po štirih tednih se je 
bolnišnica zaprla, saj je 11 od 17-ih zaposlenih v bolnišnici umrlo zaradi okužbe z ebolo. 
Ta izbruh je povzročil 318 okužb in 280 smrti (stopnja smrtnosti 88 %). Izbruh se je 
razširil tudi na sosednja mesta Bumba, Abumombazi in Kinshasa. Izbruh je zamrl 
24. oktobra 1976 [12]. 
Sprva so raziskovalci sklepali, da je epidemiji v Sudanu in Zairu leta 1976 povzročila ista 
vrsta virusa, vendar je bilo kasneje ugotovljeno, da je šlo za dve različni vrsti. Vrsta 
virusa, ki je povzročila izbruh v Zairu je bila kasneje ustrezno poimenovana 
Zaire ebolavirus [11]. 
Med letoma 1976 in 2013 je prišlo do več manjših do srednje velikih izbruhov ebole. Med 
drugimi je bila identificirana tudi nova vrsta Bundibugyo ebolavirus [13][14]. 
 
 
Slika 3 - Zemljevid centralne Afrike z označenimi mesti preteklih izbruhov ebole. 
Prevzeto po: [1] 
1.2.3 Zahodna Afrika 2013-2016 
Epidemija, ki je izbruhnila med letoma 2013 in 2016 v zahodni Afriki, je bila na račun 
virusa Zaire ebolavirus in je bila največja in najbolj smrtonosna epidemija ebole do 
danes. Njena stopnja smrtnosti se je gibala med 39 in 70 % [7]. Najbolj prizadete države 
so bile Sierra Leone, Gvineja in Liberija. Skupno število potrjenih okužb je bilo več kot 
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28 000, skupno število potrjenih smrti pa več kot 11 000. Zelo verjetno so te številke 
močno pod dejanskimi, saj vsi primeri okužbe z virusom niso bili zabeleženi, bodisi 
zaradi napačne diagnoze ali pa ker bolniki niso poiskali zdravstvene pomoči [1][2][5]. 
21. marca 2014 je ministrstvo za zdravje v Gvineji poročalo o izbruhu nalezljive bolezni. 
Vzorci 20-ih oseb so bili poslani na inštitut Pasteur v Lyonu (Francija). 15 od 20-ih 
vzorcev je testiralo pozitivno za ebolo (Zaire ebolavirus). Prve okužbe so se pojavile v 
treh jugovzhodnih pokrajinah Gvineje: Gueckedou, Macenta, Kissidougou in v glavnem 
mestu Conakry. Do 30. marca so se pojavile že nove okužbe v pokrajini Foya v Liberiji, 
maja pa se je bolezen razširila tudi na Sierro Leone. 18. junija 2014 je izbruh postal 
največji izbruh ebole v zgodovini, ko je število okužb preseglo 425 (izbruh leta 2000 v 
Ugandi). 8. avgusta 2014 je WHO (World Health Organization) razglasil epidemijo za 
globalno krizo. Izbruh se je kasneje razširil tudi na Nigerijo, Mali in Senegal. V skupnem 
pa je bilo 7 okužb tudi v Združenih državah Amerike, Španiji, Italiji in Veliki Britaniji 
(slika 4) [13][14][15]. 
Epidemija se je počasi začela umirjati januarja 2015, ko je bilo prvič po 7 mesecih v 
Gvineji, Liberiji in Sierri Leone skupaj zabeleženih manj kot 100 novih primerov okužb 
tedensko [16]. 30. marca 2016 je WHO razglasil, da epidemija ne predstavlja več globalne 
nevarnosti [17]. 
 
 
Slika 4 - Potrjeni, verjetni in možni primeri okužbe obravnavani do 5. aprila 2015 za različne države. 
Prevzeto po: [18] 
1.2.4 Equator 2018 
8. maja 2018 je ministrstvo za zdravje Demokratične Republike Kongo sporočilo nov 
izbruh v mestu Bikoro (DRC). Skupno se je v izbruhu okužilo 54 ljudi, od katerih jih je 
33 umrlo (stopnja smrtnosti 61 %). Izbruh se je razširil tudi na bližnja mesta Iboko in 
Wangata, vendar je zaradi uspešnih pristopov obvladovanja okužbe tudi hitro zamrl. 
24. julija 2018 je bil razglašen konec izbruha [19]. 
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1.2.5 Kivu 2018-2019 
Zadnja večja epidemija ebole, ki trenutno še vedno poteka, je izbruhnila avgusta 2018 na 
severu Demokratične Republike Kongo v provinci Severni Kivu. Izbruh je bil razglašen 
za epidemijo 1. avgusta 2018, vendar obstajajo dokazi, da je prišlo do prvih okužb že 30. 
aprila 2018. Okužba se je začela v pokrajini Severni Kivu, nato pa se je razširila tudi na 
sosednjo pokrajino Ituri. Pri tem gre ponovno za izbruh virusa Zaire ebolavirus. Število 
primerov do danes znaša 3462, število smrti pa 2268. Epidemija je trenutno že pod 
nadzorom zahvaljujoč hitri in zanesljivi diagnozi bolnikov, karanteni obolelih, sledenju 
in nadzoru posameznikov, ki so bili v stiku z obolelimi, pravilnemu in dostojnemu 
pokopavanju mrtvih, splošni zdravstveni oskrbi in cepljenju ogroženih skupin s cepivom 
rVSV-ZEBOV, o katerem več v poglavju 'Cepiva v razvoju'. Tudi v tem izbruhu so bile 
stopnje smrtnosti visoke – približno 67 %. Dodatne težave pri obvladovanju tega izbruha 
predstavljajo slaba politična in ekonomska stabilnost države ter slab zdravstveni sistem. 
Kar v tem primeru še zlasti otežuje nadzor nad epidemijo in optimalno oskrbo bolnikov 
je dejstvo, da se je izbruh pojavil na območju potekajočega oboroženega spopada znotraj 
države. Problem predstavljajo tudi meje med sosednjimi državami (Južni Sudan, Uganda 
in Ruanda), saj zaradi spopadov prihaja do migracij prebivalcev Demokratične Republike 
Kongo v sosednje države [20][21]. 
 
1.3 Diagnoza 
Ključnega pomena pri pravočasnem obvladovanju epidemije je hitra, učinkovita in 
zanesljiva diagnoza, ki se jo lahko izvede na ali blizu mesta zdravljenja okuženih z ebolo. 
Kar zmanjšuje možnosti za optimalno diagnosticiranje je slaba oprema, infrastruktura ter 
organizacija na območjih, v katerih prihaja do izbruhov ebole, še zlasti če se izbruh pojavi 
v oddaljenih in izoliranih območjih. Pri tem je izjemnega pomena tudi zagotavljanje 
varnosti diagnostičnih testov na območju visoke stopnje biološke nevarnosti [4].  
Zadnjih 25 let se za diagnozo ebole uporabljajo trije tipi testov: (i) serološki testi za 
odkrivanje gostiteljskih protiteles, ki so bila ustvarjena kot imunski odziv na virus, 
(ii) antigenski testi, ki zaznavajo virusne proteine, in (iii) molekulski testi, ki določijo 
zaporedje virusne RNA [4]. 
Serološki testi so manj zanesljivi, saj imajo lahko pacienti na virusno okužbo različne 
imunske odzive. Včasih imunski sistem ne uspe pravočasno izdelati protiteles za boj proti 
virusu in v takšnem primeru je serološki test negativen. Oseba, katere imunski sistem ne 
uspe izdelati ustreznih protiteles, zaradi okužbe umre [4][8]. 
Medtem ko so se v preteklosti za diagnozo okužbe z ebolo uporabljali vsi trije prej 
omenjeni načini, se danes uporablja skoraj izključno samo še RT-PCR (metoda verižne 
reakcije s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo), ki določi zaporedje virusne 
RNA. Težava pri diagnostiki z RT-PCR je, da metoda zahteva osebje z ustreznim znanjem 
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molekularne biologije, pravilno in previdno ravnanje z vzorci krvi, da ne pride do razpada 
RNA, specializirano infrastrukturo, specializirano orodje in njegovo zahtevno 
vzdrževanje ter prostor za shranjevanje temperaturno občutljivih kemikalij. Diagnoza z 
RT-PCR traja približno 2-3 ure [4]. 
Trenutno je v razvoju več metod, ki bi bile še hitrejše in bolj preproste, vendar kljub temu 
enako zanesljive in varne [22]. V najboljšem primeru bi lahko diagnostični testi 
napovedali okužbo z virusom ebole še pred pojavom prvih simptomov, vendar to trenutno 
še ni mogoče [4]. 
 
1.4 Obvladovanje izbruha 
Za obvladovanje epidemije je potrebno: (i) aktivno iskanje okuženih posameznikov, 
(ii) izolacija okuženih, da se prepreči nadaljnje širjenje virusa, (iii) iskanje posameznikov, 
ki so bili v stiku z okuženimi osebami in kontrola njihovega zdravstvenega stanja 21 dni 
po kontaktu z okuženim (največ 21 dni traja inkubacijska doba), (iv) varen pokop umrlih, 
(v) sprotno beleženje vseh primerov okužb in smrti, (vi) dokumentiranje vseh preteklih 
in tekočih verig prenosa virusa in (vii) izobraževanje zdravstvenega osebja o varnosti pri 
delu in obvezni uporabi osebne varovalne opreme [13]. 
 
1.5 Zgradba virusa ebole 
EBOV genom RNA (vRNA) ima 7 genov, ki kodirajo za vsaj 10 različnih proteinov: 
nukleoprotein (NP), virusni proteini VP24, VP30, VP35 in VP40, glikoprotein (GP), 
sekretorni glikoprotein (sGP), mali topni glikoprotein (ssGP), Δ-peptid in 
RNA-polimeraza L. Tako kot drugi virusi, EBOV za svojo replikacijo izrabi gostiteljske 
celice (slika 5) [2][23]. 
 
Slika 5 - Barvni mikrograf posnet z vrstičnim elektronskim mikroskopom (SEM), ki prikazuje okuženo 
gostiteljsko celico (modre barve), obkroženo z virioni virusa ebole (zelena barva). 25000-kratna povečava. 
Vir: [24] 
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Slika 6 - vRNA virusa ebole. 
Prevzeto po: [25] 
EBOV vRNA, ki je prikazan na sliki 6, se pri virionih nahaja znotraj nukleokapside, ki je 
zgrajena iz nukleoproteinov ter je povezana z RNA-polimerazo L, kofaktorjem 
polimeraze (VP35) in aktivatorjem transkripcije (VP30). Skupno se tem nukleokapsidnim 
komponentam reče tudi komponente ribonukleoproteinskega (RNP) kompleksa in so 
odgovorne za replikacijo in transkripcijo EBOV vRNA. Nukleokapsida ima obliko 
vijačnice s premerom 50 nm, medtem ko ima celoten virus premer 80 nm [24]. 
Nukleokapsid je povezan s proteini VP24, vse skupaj pa je obdano z matrico, ki vsebuje 
proteine VP40. Ovojnico virus pridobi od okužene celice med brstenjem. Na njeni 
površini je vgrajen GP (sliki 7 in 8) [2][3]. 
 
 
Slika 7 - Zgradba viriona virusa ebole z označenimi virusnimi komponentami. 
Prevzeto po: [25] 
1.5.1 Glikoprotein (GP) 
Naloga GP, vezanih na površini virusne ovojnice, je vezava na receptorje na površini 
gostiteljske celice, kar v prvi stopnji sproži endocitozo viriona 
(natančneje: makropinocitozo). Glikoproteinom se znotraj endolizosoma spremeni 
struktura, kar omogoči interakcijo z receptorjem NPC1 (Niemann-Pick C1 protein) in 
posledično pride do zlitja endolizosomalne membrane z virusno ovojnico ter dostavo 
vRNA in z njim povezanih virusnih struktur v citoplazmo gostiteljske celice [2][3][26]. 
9 
 
Nekateri izmed receptorjev, ki vežejo GP virusa EBOV in s tem omogočijo vstop virusa 
v notranjost celice, so asialoglikoproteinski receptorji, lektini (npr. DC-SIGN, L-SIGN, 
MGL in GCLR), β1-integrini, človeški folatni receptor α, TYRO3 in TIM1 itn. [3].  
Glikoprotein GP je sestavljen iz dveh podenot GP1 in GP2, ki sta povezani z disulfidno 
vezjo. GP1 sodeluje pri vezavi na gostiteljski receptor, ki sproži endocitozo, GP2 pa pri 
vezavi na NPC1 in zlitju endolizosomalne membrane z virusno ovojnico [2][27]. 
Pri transkripciji gena za GP ni nujno, da se prepiše celoten gen. Transkripcija gena GP 
lahko privede do nastanka treh različnih proteinov: (i) glikoproteina GP, ki je prisoten na 
ovojnici viriona in (ii) dveh topnih glikoproteinov: (a) sekretornega glikoproteina sGP in 
(b) malega topnega glikoproteina ssGP. Sekretorni glikoprotein sGP je majhen 
intrinzično neurejen protein, ki ga okužene gostiteljske celice izločajo v svojo okolico. 
Virus ebole s tem zaobide gostiteljev imunski sistem, saj ta ustvari protitelesa za sGP 
namesto, da bi ustvaril protitelesa za celoten GP, ki se v resnici nahaja na površini 
virionov [2][26]. 
 
Slika 8 - Zgradba viriona virusa ebole z merilom za velikost in nekaterimi označenimi komponentami 
viriona. 
Prevzeto po: [28] 
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1.5.2 RNA polimeraza L 
Naloga RNA polimeraze L skupaj z ostalimi komponentami RNP kompleksa (VP30, 
VP35 in NP) je podvajanje vRNA v njeno komplementarno obliko (cRNA), ki deluje kot 
matrična RNA za izdelavo kopij vRNA. RNP kompleks je odgovoren za primarno 
transkripcijo iz vRNA v mRNA in nato še za translacijo iz mRNA v virusne proteine. 
Proteini, nastali v tem postopku, lahko takoj vstopijo nazaj v ta krog in omogočijo  
vzajemno ojačitev transkripcije (sekundarna transkripcija) in translacije. Podrobna shema 
celotnega življenjskega cikla virusa EBOV je prikazana na sliki 9 [3].  
 
Slika 9 – (a) Genom EBOV, (b) prikaz življenjskega cikla EBOV. 
Prevzeto po: [3] 
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1.5.3 VP 35 
Virusni protein 35 (VP35) deluje kot kofaktor virusni RNA-polimerazi in je zaradi tega 
zelo pomemben pri procesu podvajanja (oz. replikacije) vRNA. VP35 prav tako sodeluje 
pri inhibiciji produkcije interferona tipa I (IFN-α/β) in s tem zavira prirojeni imunski 
odziv gostitelja [26][29]. 
1.5.4 VP30 
Virusni protein 30 (VP30) je pomemben pri iniciaciji transkripcije EBOV, vendar ni 
nujno potreben za replikacijo virusa. Z regulacijo fosforilacije VP30 se uravnava razmerje 
med podvajanjem vRNA in prepisovanjem VP30 je v fosforiliziranem stanju neaktiven 
in ne podpira genskega prepisovanja, v nefosforiliziranem stanju pa je VP30 aktiven. 
Defosforilizacija je regulirana preko gostiteljskega protein fosfataza 2 (PP2A) in protein 
fosfataza 1 [3][26]. 
1.5.5 Nukleoprotein (NP) 
Iz nukleoproteinov zgrajen nukleokapsid varuje vRNA in predstavlja podlago za 
pritrditev nekaterih izmed ostalih virusnih proteinov (VP30, VP35 in RNA polimeraza) 
[2]. Zgradba nukleokapsida je prikazana na sliki 10. 
 
Slika 10 – Prikaz kompleksa NP-RNA ebolavirusa. (-)ssRNA vijačnica je obarvana rdeče, ena enota 
nukleoproteina (NP) je obarvana oranžno. 
Prevzeto po: [30] 
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1.5.6 VP24 
Virusnemu proteinu 24 (VP24) rečemo tudi majhen matrični protein ali z 
nukleokapsidom povezan protein. Sodeluje pri izgradnji nukleokapsida in brstenju virusa. 
Je tudi antagonist interferona tipa I (IFN-α/β), kar pomeni, da tako kot VP35 zavira 
prirojeni imunski odziv gostitelja. Disociacija VP24  s površine RNP kompleksa (slika 9) 
naj bi vplivala na relaksacijo same strukture RNP kompleksa in s tem omogočila začetek 
podvajanja virusne RNA (vRNA), genskega prepisovanja (oz. transkripcije) ter genskega 
prevajanja (oz. translacije). Pri formaciji novega virusa pa VP24 sodeluje tako, da se 
ponovno veže na površino RNP kompleksa in s tem povzroči kondenzacijo le-
tega [2][3][25][26]. 
1.5.7 VP40 
Virusnemu proteinu 40 (VP40) rečemo tudi veliki matrični protein. Sodeluje pri brstenju 
in izgradnji virusa. VP40 tvori več različnih struktur, od katerih ima vsaka svojo vlogo. 
Plastovite linearne heksamerne strukture VP40 sestavljajo virusno matrico, katere namen 
je podpirati virusno ovojnico iz notranje strani in stabilizirati nukleokapsidno strukturo v 
središču viriona. Dimeri VP40 sodelujejo pri transportu do celične membrane, kar 
omogoča brstenje virus, ciklični oktameri pa vežejo RNA in imajo pomembno vlogo pri 
uravnavanju genskega prepisovanja. Omenjene strukture so prikazane na sliki 11 [2][3]. 
 
Slika 11 – Ciklična heksamerna, linearna heksamerna in dimerna oblika VP40. 
Vir: [31] 
1.6 Potencialne tarče za male molekulske inhibitorje 
Pri razvoju novih zdravil proti eboli je pomembno dobro poznavanje strukture in 
delovanje EBOV. V tem poglavju si bomo pogledali načine, s katerimi lahko vplivamo 
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na procese, ki potekajo pri okužbi na molekularni ravni ter našteli nekaj primerov spojin, 
za katere že vemo, da so učinkovite proti okužbi z EBOV. 
Potencialne tarče bomo razdelili v več skupin, glede na to, v kateri stopnji življenjskega 
cikla virusa sodelujejo: (i) vstop v celico, (ii) podvajanje, transkripcija in translacija, (iii) 
zaviranje gostiteljskega imunskega odziva in (iv) izstop virusa iz celice. 
1.6.1 Preprečitev vstopa EBOV v celico 
Glavna naloga glikoproteina (GP) je vezava na receptorje na površini gostiteljske celice 
in posledično omogočanje vstopa virusa v celico. Obstaja več načinov, na katere lahko 
onemogočimo pravilno delovanje GP in s tem preprečimo okužbo z ebolo. 
Ena pomembnejših interakcij, ki omogočijo virusu vstop v celico, je interakcija med GP2 
in Niemann-Pick C1 proteinom (NPC1). NPC1 je transmembranski gostiteljski protein, 
ki je potreben za znotrajcelični transport holesterola in lipidov. Pomanjkanje tega proteina 
povzroči prekomerno nalaganje holesterola in lipidov znotraj celice. Interakcijo 
NPC1-GP2 lahko preprečimo, če na vezavno mesto na NPC1, okoli aminokislinskega 
ostanka Pro691, kamor se običajno veže GP2, vežemo nekaj drugega, npr. malo organsko 
molekulo [2][32]. 
 
 
Slika 12 – Spojina AMS36 ter spojini A in B. 
 
Ugotovljeno je bilo, da interakcijo NPC1-GP2 skoraj popolnoma preprečijo nekatere 
spojine z adamantan acetilno skupino, npr. nekateri adamantanovi dipeptidi. Primera 
takšnih spojin sta spojini A in B, ki sta prikazani na sliki 12, pri čemer je spojina A pri 
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inhibiciji interakcije NPC1-GP2 nekoliko bolj učinkovita, vendar pa nima primernih 
lastnosti za in vivo testiranje in se zato raje uporabljajo njeni derivati [3][33].  
Da pride do vezave NPC1 z GP2, mora najprej priti do cepitve GP na podenoti GP1 in 
GP2 znotraj endolizosoma s pomočjo gostiteljevih katepsinov B in L. Ta proces lahko 
zaustavimo z dodatkom katepsinskih inhibitorjev, npr. AMS36 (slika 12) in njegovih 
derivatov [3]. 
Zelo veliko potenciala pri inhibiciji virusa EBOV sta pokazali spojini klomifen in 
torimifen, ki sta sicer modulatorja estrogenskih receptorjev in sta že s strani FDA 
odobreni zdravili. Njuni strukturi sta prikazani na sliki 13. Delujeta tako, da 
destabilizirata konformacijo GPCL, ki nastane tik preden pride do zlitja endolizosomalne 
membrane z virusno ovojnico. Zaradi nezmožnosti fuzije obeh membran torej nikoli ne 
pride do vstopa virusnih komponent v notranjost celice [2][3]. 
 
 
Slika 13 - Spojini klomifen in torimifen. 
Eden izmed bolj nenavadnih pristopov preprečevanja vstopa EBOV v celico bi bil lahko, 
da namesto blokiranja samega GP raje poskusimo blokirati gostiteljske receptorje, npr. 
lektinov DC- SIGN in L-SIGN [2]. 
1.6.2 Prekinitev procesov replikacije, transkripcije in translacije 
Za replikacijo virusne RNA, gensko prepisovanje (transkripcijo) in gensko prevajanje 
(translacijo) so pri EBOV odgovorne komponente RNP kompleksa: RNA polimeraza (L),  
nukleoprotein (NP), VP35 in VP30. 
Protein VP35 ima dva žepka, ki sta najbolj pomembna za delovanje virusa. Prvi žepek 
vsebuje aminokislinske ostanke Phe239, Arg312, Arg322 in Lys339. Raziskave so 
pokazale, da mutacija teh ostankov onemogoči vezavo dvoverižne RNA (dsRNA) v ta 
žepek in posledično tudi produkcijo IFN-α/β. Drugi žepek vsebuje ostanke Arg225, 
Lys248 in Lys251 ter je kritično pomemben za funkcijo VP35 kot kofaktorja polimeraze 
[2][29][34]. 
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Ostanki Arg179, Lys180, Lys183 in Glu197 proteina VP30 imajo pomembno vlogo pri 
vezavi VP30 z nukleoproteinom (NP). Od teh imajo Arg179, Lys180 in Lys183 tudi 
ključno vlogo pri aktivaciji transkripcije. Pri tem je potrebno poudariti, da aktivacija 
transkripcije z VP30 ni vedno nujno potrebna, temveč le v primeru prve transkripcije v 
na novo okuženi celici. VP30 deluje kot aktivator transkripcije le v oligomerni obliki. Za 
oligomerizacijo so odgovorni ostanki 94-112 na N-terminalni domeni [35].  
Delovanje VP30 lahko zavremo tudi s preprečitvijo njegove defosforilacije, kar lahko 
storimo z dodatkom peptidnega inhibitorja z motivom LxxIxE (pri tem x predstavlja 
poljubni aminokislinski ostanek) , ki blokira delovanje PP2A in ciklopentan-kinolinskega 
derivata C31, ki blokira delovanje fosfataze 1. Ta pristop je bil zaenkrat testiran samo in 
vitro. Obe omenjeni fosfatazi pa učinkovito in vitro blokira tudi okadaična kislina, ki je 
prikazana na sliki 14 [3][36].  
 
Slika 14 - Okadaična kislina. 
Pravilno delovanje nukleoproteina lahko onemogočimo z vezavo malih molekul na 
mesto, kamor se običajno veže bodisi VP35 ali pa drug nukleoprotein. Spojina, ki je na 
tem področju pokazala veliko potenciala, je MCCB4, ki je prikazan na sliki 15 [3].  
 
Slika 15 - Spojina MCCB4. 
Obstaja še mnogo drugih spojin, ki zavirajo procese replikacije, transkripcije in 
translacije preko vpliva na različne gostiteljske faktorje. Med drugimi so veliko 
potenciala pokazale spojine favipiravir, remdesivir, BCX4430, merimepodib, 
mikofenolat, SW835 in teriflunomid [3].  
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1.6.3 Zmanjšanje zaviranja imunskega odziva 
Ena izmed nalog VP24 je zaviranje prirojenega imunskega odziva organizma gostitelja. 
Z virusi okužene celice v svojo okolico oddajajo interferon IFNα/β in s tem celicam v 
svoji okolici sporočijo, naj povečajo svojo protivirusno zaščito. IFNα/β se veže na 
receptor na površini celice in preko JAK1 poteče fosforilacija proteina STAT1. 
Fosforilirana oblika STAT1 tvori dimere, ki se vežejo z importinom KPNA5. Vezava na 
KPNA5 omogoči, da se STAT1 prenese v jedro celice, kjer z aktivacijo več genov sproži 
protivirusni imunski odziv znotraj celice. VP24 delovanje tega mehanizma prepreči tako, 
da se veže v vezavno mesto na KPNA5, kamor se običajno veže dimer STAT1. S tem 
prepreči vstop STAT1 v jedro celice in posledično prepreči sprožitev protivirusnega 
imunskega odziva celice. Mehanizem je prikazan na sliki 16. Zaviranje prirojenega 
imunskega odziva, ki ga povzroča VP24, bi lahko preprečili z vezavo malih molekul na 
mesto, kamor bi se sicer vezal KPNA5. Ugotovljeno je bilo, da pri vezavi na KPN5 
sodelujejo sledeči aminokislinski ostanki na VP24: Leu115, Leu121, Asp124, Trp125, 
Thr128, Thr129, Asn130, Thr131, Asn135, Arg137, Thr138, Arg140, Gln184, Asn185, 
His186, Leu201, Glu203, Pro204, Asp205 in Ser207 [2][37][37].  
 
Slika 16 - VP24 zavira prirojeni imunski odziv celice tako, da se veže na KPNA5 in s tem prepreči dimeru 
STAT1 vstop v jedro celice. 
Vir: [38] 
1.6.4 Zaviranje izgradnje in brstenja celice 
Na novo izdelane virusne komponente so s pomočjo VP40 dostavljene do celične 
membrane, kjer oblikujejo nov virus. Sledi izstop novega virusa iz celice, pri čemer zopet 
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sodeluje VP40. Izkaže se, da je za pravilno delovanje VP40 nujno potrebno, da je ta v 
pravilni oligomerni obliki. Mutacija Leu117 prepreči formacijo dimerov VP40, ki so 
odgovorni za prenos virusnih komponent k membrani, mutacija Met241 in Ile307 pa 
prepreči formacijo heksamerne strukture VP40 in s tem brstenja virusa [2][3]. 
 
1.7 Zdravljenje in zdravila v razvoju 
Obstajata dve vrsti terapij, ki se uporabljata za zdravljenje virusnih okužb. Prve delujejo 
neposredno na virus tako, da preprečijo pravilno delovanje ene ali več virusnih 
komponent. Druge pa vplivajo na aktivnost določenega gostiteljskega faktorja ali pa na 
medsebojno delovanje virusnih faktorjev z gostiteljskimi in s tem spreminjajo gostiteljev 
odziv na virus. Oba načina imata tako prednosti kot slabosti. Prednost neposredno na 
virus delujočih terapij je, da delujejo izključno samo na virus, brez motenja gostiteljskih 
procesov, kar pomeni, da imajo takšne terapije manj neželenih  učinkov. Po drugi strani 
pa so neposredno na virus delujoče terapije bolj dovzetne za razvoj odpornosti virusa na 
terapijo, še zlasti pri RNA-virusih, ki hitro mutirajo. Možnost razvoja odpornosti je pri 
terapijah, ki vplivajo na gostiteljske faktorje, mnogo manjša [3]. 
Na tržišču zaenkrat še ni dostopnih zdravil, ki bi učinkovito pozdravila okužbo z EBOV, 
zato se uporablja zgolj podporno zdravljenje. Slednje vključuje nadomeščanje vode in 
elektrolitov v telesu, infuzije, jemanja zdravil proti malariji, antibiotikov, 
protibolečinskih in protivročinskih zdravil ter zdravil za lajšanje motenj v prebavi [3][13]. 
Zdravila, ki so v dosedanjih študijah pokazala velik potencial, temeljijo predvsem na 
monoklonskih protitelesih. Tri izmed takšnih zdravil, ki so se izkazala za najbolj uspešna 
in so bila tudi v okviru kliničnih študij preizkušena v potekajočem izbruhu v 
Demokratični Republiki Kongo, so ZMapp, mAb114 in REGN- EB3. Zdravilo ZMapp je 
kombinacija treh različnih monoklonskih protiteles (c2G4, c4G7 in c13C6), ki zavirajo 
delovanje glikoproteina, ki je ključen za vstop virusa v notranjost celice. ZMapp je 
trenutno v 2. fazi kliničnih študij. Veliko obetanj pa kaže že tudi prej omenjena spojina 
remdesivir, ki je trenutno v 3. fazi kliničnih študij kot zdravilo za ebolo [3][39][40]. 
 
1.8 Cepiva v razvoju 
Cepiva, ki se uporabljajo v boju proti eboli, razdelimo več skupin: (i) DNA-cepiva, 
(ii) komponenta cepiva, (iii) VLP-cepiva (oz. cepiva z virusu podobnimi delci) in 
(iv) vektorska cepiva. Potencialna vektorska cepiva so v primeru EBOV lahko izdelana 
na podlagi modificiranih adenovirusov, respirovirusov in rabdovirusov človeškega ali 
šimpanzjega izvora, ki imajo na površini izražen EBOV glikoprotein (GP). Še en primer 
potencialnega vektorskega cepiva proti EBOV je modificiran virus vakcinija Ankara, ki 
ima na površini tri različne glikoproteine (GP) filovirusov in en nukleoprotein (NP) [3]. 
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Cepivo, ki trenutno največ obeta, je rVSV-ZEBOV (ali rVSV-EBOV), ki je trenutno v 
tretji stopnji kliničnega testiranja. Gre za cepivo na osnovi modificiranega virusa 
vezikularnega stomatitisa, ki na površini izraža glikoprotein EBOV (GP). Preprosta 
shema izdelave rVSV-ZEBOV je prikazana na sliki 17. Cepivo je bilo testirano v zadnjih 
stadijih epidemije 2013-2016 v zahodni Afriki. Cepljeni so bili posamezniki, ki so bili v 
neposrednem ali posrednem stiku z okuženo osebo. Izmed cepljenih posameznikov, ki so 
bili v stiku z okuženo osebo, ni po cepljenju nihče zbolel za ebolo [3][41]. 
 
Slika 17 - Preprosta shema izdelave cepiva rVSV-ZEBOV. Virusu vezikularnega stomatitisa na površino 
pripnemo glikoprotein, ki se sicer nahaja na površini virusa ebole. 
Prevzeto po: [42] 
 
Cepivo je bilo uporabljeno tudi med izbruhoma v pokrajini Equator (DRC) leta 2018 in 
med trenutno potekajočim izbruhom v pokrajini Kivu (DRC) (2018-danes). Rezultati 
prejšnjih raziskav kažejo, da naj bi bilo cepivo 97 % učinkovito v primeru preventivnega 
cepljenja [3]. 
Cepivi, ki jih je poleg rVSV-ZEBOV vredno omeniti, sta tudi GamEvac-Combi in Ad5-
EBOV, ki sta nedavno nazaj pridobili licenco za uporabo znotraj držav, v katerih sta bili 
zasnovani (GamEvac-Combi: Rusija in Ad5-EBOV: Kitajska) [43]. 
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2 Namen dela 
Namen magistrskega dela je bil pripraviti nabor spojin, ki so potencialni kandidati za 
zdravilo proti okužbi z ebolo. Pripravili smo zbirko spojin, ki smo jo nato obdelali z 
metodo molekulskega sidranja. Postopek molekulskega sidranja smo izvedli za 5 
različnih proteinskih tarč: VP24, VP30, VP35, VP40 in NPC1. Rezultate smo nato 
razvrstili ter izbrali najboljših 5 spojin za vsako tarčo. 
V drugi fazi raziskovalnega dela smo želeli pripraviti napovedni model, s katerim bi lahko 
zgolj na podlagi strukture molekule napovedali, ali je neka spojina dober kandidat za 
zdravilo proti eboli ali ne. Zopet smo pripravili zbirko spojin, na podlagi katere smo 
pripravili dva napovedna modela z metodama QSAR in QSPR, ki pri izračunih 
uporabljata večdimenzionalno linearno regresijo. 
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3 Metode  
3.1 Uporabljena programska orodja 
Pri eksperimentalnem delu te magistrske naloge smo uporabili sledeča programska 
orodja: 
▪ Excel, Microsoft Office 2016, Microsoft, Redmond, Washington, ZDA, 2016, 
(www.microsoft.com) 
▪ Marvin 19.18 (MarvinSketch 19.18.0 in MarvinView 19.18.0), ChemAxon, 
Budimpešta, Madžarska, 2019, (chemaxon.com) 
▪ JChem for Office 19.18.0.510, ChemAxon, Budimpešta, Madžarska, 2019, 
(chemaxon.com) 
▪ YASARA 18.4.24, YASARA Biosciences GmbH, Dunaj, Avstrija, 2018, 
(www.yasara.org) 
▪ SeeSAR verzija 9.2 in SeeSAR verzija 8.1, BioSolveIT GmbH, Sankt Augustin, 
Nemčija, 2019, (www.biosolveit.de/SeeSAR) 
▪ Schrödinger izdaja 2018-1: Canvas, Schrödinger, LLC, New York, NY, 2018, 
(www.schrodinger.com) 
▪ ISIDA/QSPR, Chemoinformatique Strasbourg, V. P. Solov’ev in A. Varnek, 
(infochim.u-strasbg.fr) 
 
3.2 Virtualno rešetanje 
Virtualno rešetanje je računalniški postopek načrtovanja biološko-aktivnih učinkovin, ki 
temelji na pregledovanju velikega števila spojin iz podatkovnih knjižnic. Z metodami 
virtualnega rešetanja poskušamo zmanjšati nabor potencialnih spojin, preden jih 
testiramo in vitro, saj so te metode mnogo hitrejše in cenejše od in vitro testiranja [44].  
Metode virtualnega rešetanja, ki so bile uporabljene v okviru eksperimentalnega dela 
magistrske naloge, so (i) molekulsko sidranje ter (ii) QSAR oz. QSPR. 
3.2.1 Molekulsko sidranje 
Molekulsko sidranje je računalniški simulacijski proces predvidevanja najbolj ugodne 
konformacije kompleksa receptor-ligand oziroma najbolj ugodne konformacije liganda 
znotraj vezavnega mesta receptorja (slika 18), glede na teoretični izračun afinitete 
vezanja. Pri tem je receptor običajno protein ali nukleinska kislina, ligand pa je mala 
molekula ali pa protein. Molekulsko sidranje je pomembno orodje pri razvoju novih 
zdravil v farmacevtski industriji, saj lahko z njim poceni in v kratkem času pregledamo 
zelo veliko število spojin [45].  
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Slika 18 - Prikaz vezave male molekule (Ligand)  v vezavno mesto proteina (Tarča). 
Slika izdelana s programom YASARA. 
Med drugimi se za molekulsko sidranje uporabljajo programi DOCK, AutoDock, GOLD, 
FlexX, ZDOCK, M-ZDOCK, MS-DOCK, Surflex in MCDOCK. Ti programi pri iskanju 
ugodnih konformacij uporabljajo različne iskalne algoritme, med drugimi na primer 
inkrementalni konstrukcijski algoritem (IC), genetski algoritem (GA) in algoritem 
Monte Carlo (MC) [45]. 
V okviru eksperimentalnega dela za magistrsko nalogo je bila uporabljena programska 
oprema SeeSAR podjetja BioSolveIT GmbH, ki za molekulsko sidranje uporablja 
program FlexX. Ta temelji na inkrementalnem konstrukcijskem algoritmu, ki vsak sidran 
ligand na začetku razstavi na manjše fragmente, jih umesti v receptorsko mesto proteina 
na podlagi interakcij in jih nato zopet poveže med sabo znotraj receptorskega mesta. 
Fragmente v receptorsko mesto postavlja na različne načine. Ta postopek umeščanja 
omogoča, da se ligand upošteva kot gibljiva molekula. Med generiranjem poz liganda v 
receptorskem mestu se lahko spreminja konformacija liganda in konformacija receptorja. 
Takšni vrsti sidranja pravimo fleksibilno sidranje. Nekateri bolj preprosti modeli sidrajo 
ligande kot toga telesa, kar je manj natančno in tudi manj podobno pravi vezavi, je pa 
zato postopek sidranja s togimi ligandi manj zahteven in hitrejši [46][47]. 
Pozicije fragmentov v žepkih receptorskega mesta so pri FlexX določene na podlagi 
interakcijskega modela, ki temelji na orodju LUDI. Ta interakcijski model določi 
molekulske interakcije in oceni energijo vezanja med fragmentom liganda in žepkom v 
receptorskem mestu. Interakcije so določene na podlagi prekrivanja interakcijskih površin 
med mestom v fragmentu in mestom v receptorskem žepku. Geometrijsko idealno 
prekrivanje interakcijskih površin vodikove vezi opiše takšno vodikovo vez, pri kateri so 
atomi medsebojno razporejeni na način, da je vodikova vez najmočnejša. Prekrivanja 
interakcijskih površin, ki niso idealna so ocenjena glede na stopnjo odstopanja. Kadar to 
odstopanje preseže določeno mejno vrednost, se obravnava, kot da ta vodikova vez ne 
more več obstajati. Poleg vodikovih vezi se upoštevajo tudi interakcijske površine 
hidrofobnih skupin in elektrostatskih interakcij med skupinami s presežkom naboja 
[46][47]. 
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3.3 HYDE 
HYDE je cenilna funkcija, ki jo uporablja program SeeSAR in oceni vezavno afiniteto 
med dvema molekulama (npr. med proteinom in ligandom). Upošteva energijsko ugodne 
prispevke, npr. vodikove vezi in hidrofobni efekt ter energijsko neugodne prispevke, npr. 
cepitev vezi med vezavnim mestom proteina in molekulami vode pri vezavi novega 
liganda. Kratica HYDE je okrajšava za “Energije vodikovih vezi in dehidratacije” (ang. 
HYdrogen bond and DEhydration energies) [46][48]. 
3.3.1 Računanje HYDE 
Nevezane molekule (proteini in ligandi) v vodni raztopini tvorijo vezi z okoliškimi 
molekulami vode. Pri vezavi se vezane molekule vode okoli liganda in znotraj vezavnega 
mesta proteina odcepijo in zaradi zmanjšanja celokupnega števila vodikovih vezi pride 
do neugodnega prispevka k entalpiji, čeprav se odcepljene molekule vode sprostijo v 
raztopino. Nove vodikove vezi med proteinom in ligandom lahko kompenzirajo izgubo 
energije. Odstranitev teh molekul vode iz hidrofilnih površin in njihov izpust v raztopino 
poveča entropijo – t.i. hidrofobni efekt. Ti procesi (vodikove vezi, hidrofobni efekt in 
dehidratacija) so glavni prispevki k vezavni energiji in se uporabljajo v funkciji za 
določanje HYDE: 
 
∆𝐺𝐻𝑌𝐷𝐸 =  ∑(∆𝐺𝑑𝑒ℎ𝑖𝑑𝑟𝑎𝑡𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒
𝑖 + ∆𝐺𝐻−𝑣𝑒𝑧𝑖
𝑖 )
𝑁
𝑖=1
 (1) 
 
pri čemer i predstavlja posamezen atom v molekuli in teče od prvega do zadnjega (N-tega) 
atoma [48]. 
3.3.2 Računanje dehidratacijske energije 
Dehidratacija hidrofilnih skupin je energetsko neugodna, dehidratacija hidrofobnih 
atomov ali skupin pa je energetsko ugodna. Energijo dehidratacije hidrofilnega atoma i 
izračunamo s sledečo enačbo: 
 ∆𝐺𝑑𝑒ℎ𝑖𝑑𝑟𝑎𝑡𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒
𝑖,ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑓𝑜𝑏𝑛𝑖
= −2,303𝑅𝑇 ∙ plog𝑃𝑖 ∙ (𝑎𝑐𝑐𝑛𝑒𝑣𝑒𝑧𝑎𝑛𝑎
𝑖 − 𝑎𝑐𝑐𝑣𝑒𝑧𝑎𝑛𝑎
𝑖 ) (2) 
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Energijo dehidratacije hidrofobnega atoma i izračunamo s sledečo enačbo: 
∆𝐺𝑑𝑒ℎ𝑖𝑑𝑟𝑎𝑡𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒
𝑖,ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙𝑛𝑖
= −2,303𝑅𝑇 ∙ plog𝑃𝑖 ∙ 𝑓𝑏𝑢𝑟
𝑖 ∙ 𝑓𝑣𝑜𝑑𝑒
𝑖 ∙ ( ∑ 𝑤𝑗
𝑓𝑢𝑛𝑘𝑐𝑖𝑗𝑒 𝑣𝑜𝑑𝑖𝑘𝑜𝑣𝑒 𝑣𝑒𝑧𝑖,𝑗
∙ 𝑝𝑑𝑒ℎ𝑖𝑑𝑟𝑎𝑡𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒
𝑗
) (3) 
 
Pri tem R predstavlja plinsko konstanto (R = 8,3145 J/molK), T predstavlja temperaturo 
v Kelvinih, logP je porazdelitveni koeficient, ki pove koliko je nek atom hidrofilen ali 
hidrofoben. plogPi predstavlja dehidratacijsko energijo za posamezen atom. pjdehidratacije je 
verjetnost dehidratacije za vsako funkcijo vodikove vezi j [48]. 
acc predstavlja topilu dostopno površino. To je površina, ki jo obriše okrogla proba z 
radijem 1,2 Å preko Van der Waalsove površine [49]. 
wj predstavlja utež, ki pove koliko in kako rad atom tvori vodikove vezi, fbur je faktor, ki 
upošteva, kako izpostavljena je hidrofilna skupina na proteinu, fvode pa je korekcijski 
faktor, ki upošteva okoliške molekule vode [48]. 
3.3.3 Računanje energije vodikove vezi 
Energijo vodikove vezi izračunamo po naslednji enačbi:  
 
 
∆𝐺𝐻−𝑣𝑒𝑧𝑖
𝑖 =  
2,303𝑅𝑇
𝐹𝑛𝑎𝑠(𝑇)
∗ plog𝑃𝑖 ∗ 𝑓𝑏𝑢𝑟
𝑖  ∗  ∑ 𝑤𝑗
𝐻−𝑣𝑒𝑧𝑖
∗  𝑓𝑑𝑒𝑣
𝑗
 
(4) 
 
Pri čemer imajo R, T, plogPi, wj in fbur enak pomen kot so ga imele v enačbah 2 in 3. 
Faktor nasičenja fnas opiše nepopolno nasičenje mreže molekul vode, povezane z 
vodikovimi vezmi pri določeni temperaturi (Za T = 298 K se uporabi fnas = 0,85). fdev pa 
je faktor, ki opiše geometrijo vodikove vezi (upošteva odstopanja od idealne lege in 
kotov) [48]. 
3.3.4 Rezultati SeeSAR 
Učinkovitost vezave se v programu SeeSAR vrednoti s pomočjo več faktorjev: (i) Ocena 
afinitete, (ii) LLE – lipofilna učinkovitost liganda, (iii) LE – učinkovitost liganda, 
(iv) torzijska učinkovitost, (v) znotrajmolekulski trki (neugodno prekrivanje atomov v 
strukturi liganda) in (vi) medmolekulski trki (neugodno prekrivanje atomov med 
ligandom in vezavnim mestom). Ocena afinitete, LLE in LE so izračunani na podlagi 
HYDE. 
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Rezultati v programu SeeSAR niso podani številsko, ampak vizualno. Ocena afinitete je 
podana kot območje koncentracij na logaritemski skali z razponom od pM (pikomolarno) 
do mM (milimolarno). Če do vezave na protein pride že pri nižjih koncentracijah (npr. v 
pM območju) to pomeni, da je afiniteta visoka. Če se ligand veže šele pri mM 
koncentracijah, je afiniteta vezanja šibkejša. Rezultat LLE in LE sta prikazana kot slika 
pesti z iztegnjenim palcem. Če je palec obrnjen navzgor ('Thumbs up'), pomeni, da je 
učinkovitost liganda dobra. Če je palec obrnjen navzdol ('Thumbs down'), je učinkovitost 
liganda slaba (slika 19). Učinkovitost torzije, znotrajmolekulski trki in medmulekulski 
trki so prikazani s krogom zelene (dobro), oranžne (srednje) ali rdeče (slabo) barve. 
Primer rezultatov izračuna učinkovitosti vezave za nek kompleks protein-ligand je 
prikazan na sliki 20. 
 
 
Slika 19 - Rezultat LLE in LE sta prikazana kot sliki pesti z iztegnjenim palcem. 
Vir: https://www.biosolveit.de/HYDE/ (pridobljeno 6.5.2020) 
 
 
Slika 20 - Primer rezultatov izračuna učinkovitosti vezave za nek kompleks protein-ligand v programu 
SeeSAR. »Estimated affinity« predstavlja oceno afinitete vezanja, »LLE« lipofilno učinkovitost liganda, 
»LE« učinkovitost liganda, »Tor.« učinkovitost torzije, »Intra clash« znotrajmolekulske trke in »Inter 
clash« medmolekulske trke. 
 
3.4 QSAR 
Kvantitativno razmerje med strukturo in delovanjem (QSAR) oz.  kvantitativno razmerje 
med strukturo in lastnostjo (QSPR) so računalniške metode molekulskega modeliranja, 
ki s statistično analizo zbirke spojin izdelajo model, s katerim lahko nato napovemo 
biološko aktivnost ali drugo lastnost neke spojine glede na njeno strukturo. Rešitev 
analize z metodo QSAR je empirična zveza [50]: 
 𝑃𝑖 = 𝑘
′(𝐷1,  𝐷2, … ,  𝐷𝑛) (5) 
pri čemer Pi predstavlja biološko aktivnost (ali drugo željeno lastnost), D1, D2,..., Dn 
predstavljajo izračunane (ali izmerjene) strukturne lastnosti molekul (oz. molekulske 
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deskriptorje), k' pa je matematična transformacija, s pomočjo katere iz deskriptorjev 
izračunamo biološko aktivnost ali drugo željeno lastnost molekul. Iz tega sledi, da imajo 
spojine s podobno strukturo tudi podobno biološko aktivnost [50]. 
Deskriptorje, ki se uporabljajo pri izračunih QSAR in QSPR, v grobem razdelimo na 
fizikalno-kemijske deskriptorje in na strukturne deskriptorje. Med fizikalno-kemijske 
deskriptorje spadajo med drugimi porazdelitveni koeficienti oktanol/voda (logP), lomni 
količnik, molekulska masa in različni spektroskopski podatki. Nekatere izmed teh 
deskriptorjev lahko pridobimo samo eksperimentalno. To pomeni, da vrednosti nekaterih 
fizikalno-kemijskih deskriptorjev ne moremo pridobiti, če za to spojino še niso bili 
izmerjeni. Strukturne deskriptorje, na drugi strani, pa lahko izračunamo zgolj na podlagi 
molekulske strukture, kar je velika prednost, saj nam to omogoča obravnavo tudi 
hipotetičnih spojin [51]. Poznamo več vrst strukturnih deskriptorjev:  
(i) Strukturni fragmenti kot deskriptorji: 
a. Program Canvas uporablja 2D fingerprint deskriptorje (prstni odtis 
molekule). Pri tem je na voljo več načinov generiranja novih fragmentov, 
med drugimi linearni, dendritski, radialni, parni, torzijski, itn.;  
b. Program ISIDA/QSPR uporablja SMF deskriptorje (substurkturni 
molekulski fragmenti). Obstajata dva glavna tipa fragmentov, ki jih ISIDA 
generira in obdeluje. Prvi so t.i. »topološke poti« (ang. topological 
pathways) in se generirajo linearno v obliki verige, drugi pa se generirajo 
iz centralnega atoma razvejano v več smeri. V programu slednje najdemo 
pod možnostjo »Augmented«. Princip generiranja SMF deskriptorjev je 
prikazan na Napaka! Vira sklicevanja ni bilo mogoče najti. [52]; 
(ii) Enodimenzionalni deskriptorji, kamor spadata tudi logP in logD, ki ju je 
mogoče teoretično izračunati iz strukture molekule;  
(iii) Topološki deskriptorji, ki jih pridobimo iz dvodimenzionalne reprezentacije 
spojine. Ti obravnavajo medsebojne povezave med atomi. Primeri topoloških 
deskriptorjev so npr. Wienerjev indeks, Indeks Balaban in indeksi 
informacijske vsebine;  
(iv) Elektro-topološki deskriptorji poleg informacij o topologiji spojine vsebujejo 
informacije tudi o elektronskih lastnostih atomov. Primeri elektro-topoloških 
deskriptorjev so indeksi E-stanja in indeksi ETA;  
(v) Kvantno kemijski deskriptorji, ki jih izračunamo bodisi s pomočjo Hartree-
Fockovega seta enačb ali  pa s semiempiričnimi metodami (npr. CNDO, 
MNDO, MINDO, AM1 ali PM). Kvantno kemijski deskriptorji med drugim 
opišejo razporeditev naboja znotraj molekule, naboj na posameznih atomih in 
multipolni moment (npr. dipolni moment, kvadrupolni moment, itn.);  
(vi) Geometrijski deskriptorji, ki jih izračunamo iz tridimenzionalne strukture 
molekule, so npr. vztrajnostni moment, Van der Waalsov indeks ter indeksi, 
ki povedo nekaj o obliki, površini in razporeditvi mase molekule [51][53]. 
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Slika 21 - Način generiranja SMF deskriptorjev v programu ISIDA/QSPR. Levo je prikazan primer 
generiranja fragmenta »topoloških poti« (ang. topological pathways), desno pa vidimo primer fragmenta, 
ki ima center na enem atomu. Pri izračunih imamo za obe vrsti deskriptorjev možnost uporabiti le zaporedje 
atomov, le zaporedje vezi ali pa zaporedje atomov in vezi hkrati. 
Prevzeto po: [52] 
Za izdelavo napovednih modelov QSAR lahko uporabimo različne metode. Med drugimi 
se najpogosteje uporabljajo metode multivariatne linearne regresije, multivariatne 
linearne regresije, PCA (metoda glavnih komponent), parcialna metoda najmanjših 
kvadratov, Tihonova regularizacija, nevronske mreže, genetski algoritmi in še nekateri 
drugi postopki strojnega učenja. Med računanjem program pregleduje vrednosti različnih 
deskriptorjev in jih poskuša povezati z biološko aktivnostjo molekule. V zadnji stopnji 
QSAR je izdelan model potrebno tudi preizkusiti s testnim setom molekul, da se 
prepričamo, da model dobro napove biološko aktivnost tudi eksternim spojinam [51][54]. 
3.4.1 Multivariatna linearna regresija 
Multivariatna linearna regresija deluje na podoben način kot običajna linearna regresija. 
Največja razlika med njima je v tem, da pri multivariatni linearni regresiji namesto ene 
same neodvisne spremenljivke (x) uporabimo večje število neodvisnih spremenljivk (x1, 
x2, x3,...xn). Te neodvisne spremenljivke so v našem primeru različni deskriptorji, ki so 
bili podrobneje opisani v prejšnjem poglavju [55][56]. 
Enačba multivariatne linearne regresije se glasi: 
 𝑦 = 𝛽0 + 𝛽1𝑥1 + 𝛽2𝑥2 + ⋯ + 𝛽𝑛𝑥𝑛 (6) 
 
Pri čemer y predstavlja odvisno spremenljivko, katere vrednost nas zanima, β0 je 
presečišče z y osjo (ang. y-intercept), vrednosti βi pa predstavljajo uteži neodvisnih 
spremenljivk xi, ki povedo v kakšni meri neka neodvisna spremenljivka prispeva k 
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napovedi odvisne spremenljivke. Pri izbiri neodvisnih spremenljivk xi (tj. deskriptorjev) 
moramo biti pozorni, saj za pravilen izračun posameznih vrednosti uteži (βi) te med seboj 
ne smejo biti močno korelirane. Enako kot pri običajni linearni regresiji tudi pri 
multivariatni linearni regresiji uteži (βi) izračunamo z metodo najmanjših kvadratov. 
Metoda linearne regresije najde najboljše ujemanje premice z dejanskimi podatki tako, 
da minimizira vsoto kvadratov navpičnih odklonov od vsake podatkovne točke do 
premice. Če točka leži točno na premici, potem je njen navpični odklon 0. Ker se vsak 
odklon od premice pred seštevanjem kvadrira, ne pride do težav z medsebojnim 
odštevanjem nasprotiznačnih odklonov [55][56][57]. Metoda multivariatne regresije 
deluje na enak način kot metoda linearne regresije, le da se tokrat ujemanje računa za 
večje število neodvisnih spremenljivk. Kot rešitev namesto premice tako dobimo 
večdimenzionalno ploskev. Podrobnejši opis postopka računanja z metodo multivariatne 
linearne regresije je naveden v odlomku publikacije Math 261A-Spring 2012 avtorice 
M. Brener z naslovom Multiple Linear Regression [56]. Na sliki 22 je prikazan primer 
rešitve izračuna multivariatne linearne regresije modela z dvema neodvisnima 
spremenljivkama. 
 
 
Slika 22 - Primer multivariatne linearne regresije z dvema neodvisnima spremenljivkama x1 in x2. Rdeči 
krogi  predstavljajo eksperimentalne točke določene s koordinatami (x1, x2, y). Rešitev je ploskev, ki iz 
znanih vrednosti x1 in x2 napove vrednost y. 
Prirejeno po: [58] 
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4 Eksperimentalno delo 
V sklopu te magistrske naloge smo pripravili dve ločeni zbirki spojin. Prvo smo uporabili 
pri molekulskem sidranju v vnaprej pripravljene proteinske tarče VP24, VP30, VP35, 
VP40 in NPC1, drugo zbirko spojin pa smo pripravili za izdelavo napovednih modelov z 
metodo QSAR. 
4.1 Zbirka spojin 1 za molekulsko sidranje 
Iz virov, navedenih v literaturi (stran 79), smo ustvarili zbirko 1520 organskih spojin, ki 
bi lahko učinkovale proti eboli. Zbranim spojinam smo uredili strukture in jih pretvorili 
v 3D obliko s programoma MarvinSketch in MarvinView. Pri prenašanju podatkov iz 
MS Excel v MarvinView smo uporabili orodje JChem for Office. Primer izseka iz te 
zbirke je prikazan na sliki 23. 
 
Slika 23 - Okno programa MarvinView, ki prikazuje del prve zbirke ligandov, ki smo jo pripravili v okviru 
raziskovalnega dela magistrske naloge. 
4.1.1 Izdelava ligandov za VP35 v SeeSAR 
Program SeeSAR omogoča tudi in situ modifikacijo ligandov znotraj receptorskega 
mesta. To funkcijo smo uporabili za izdelavo lastnega nabora hipotetičnih spojin, ki se 
in silico dobro vežejo v vezavno mesto VP35. Kot osnovo za izdelavo teh hipotetičnih 
ligandov smo vzeli sledeče strukture kompleksa VP35-ligand iz knjižnice PDB (Protein 
Data Bank): 4IBB, 4IBC, 4IBD, 4IBE, 4IBF, 4IBI, 4IBJ, 4IBK. Vse navedene strukture 
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so dimerne strukture proteina VP35 z že vezanim ligandom, pri čemer ima vsaka od njih 
vezan drug ligand. S programom YASARA smo omenjene PDB strukture preuredili tako, 
da je ostala le ena izmed dveh verig kompleksa (bodisi A ali B), pri čemer sta verigi A in 
B identični (slika 24). Izbrali smo sledeče verige:  
- 4IBB: veriga B 
- 4IBC: veriga A 
- 4IBD: veriga A 
- 4IBE: veriga A 
- 4IBF: veriga B 
- 4IBI: veriga A 
- 4IBJ: veriga A 
- 4IBK: veriga A 
 
Slika 24 - PDB struktura 4IBI proteina VP35 z vezanim ligandom 1D8. Protein VP35 je prikazan v obliki 
trakovnega diagrama, ligand 1D8 pa s kroglicami.  
Slika je narejena v programu YASARA.  
V nadaljevanju smo vsako posamezno urejeno PDB strukturo vnesli v program SeeSAR. 
Predhodno vezane ligande smo uporabili kot osnovo za izgradnjo novih spojin. V 
SeeSAR orodju urejevalnika molekul »Molecule Editor« smo s spreminjanjem strukture 
vezanih ligandov in situ želeli doseči boljše prileganje vezavnemu mestu proteina in s 
tem boljšo vezavno afiniteto in učinkovitost liganda. To smo dosegli na več načinov: 
- S spreminjanjem oblike molekule liganda tako, da se je bolje prilegal površini 
vezavnega mesta; 
- Z dodajanjem hidrofobnih atomov ali skupin (-Me, -Et, -Cl, -Br, -CF3, -Ph, itn.) 
na nepolarna območja v vezavnem mestu; 
- Z dodajanjem hidrofilnih skupin (-OH, -COOH, -NH2, -PO4, -SH, itn.) na polarna 
območja v vezavnem mestu; 
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- Z dodajanjem skupin, ki so sposobne tvorbe vodikove vezi (-OH, -NH2, -COOH, 
itn.) na močno polarne točke vezavnega mesta; 
- Z odstranjevanjem ali nadomeščanjem atomov ali skupin, ki tvorijo negativne 
interakcije z vezavnim mestom; 
- Z odstranjevanjem ali nadomeščanjem atomov ali skupin, ki povzročajo neugodno 
torzijo znotraj molekule. 
 
Na slikah 25 in 26 je prikazan proces izboljšave učinkovitosti vezave liganda 11Y 
(5-[(2R)-3-benzoil-2-(4-bromotiofen-2-il)-4-hidroksi-5-okso-2,5-dihidro-lH-pirol-l-il]-
2-klorobenzojska kislina) v vezavno mesto strukture 4IBE. Na sliki 25 je prikazana 
vezava pred modifikacijo liganda, na sliki 26 pa vezava po modifikaciji liganda. Boljšo 
vezavo smo dosegli z dodatkom etilne skupine na benzenov obroč, ki je nato zasedla prost 
hidrofoben žepek v vezavnem mestu. S tem smo izboljšali oceno afinitete, LLE, LE in 
torzijo. Prav tako smo se znebili negativnega prispevka na atomu C9 (rdeča sfera na 
sliki 25), saj se je s spremembo oblike molekuli spremenila tudi pozicija v vezavnem 
mestu. 
 
 
Slika 25 – Okno programa SeeSAR. Na desni strani je prikazana vezava liganda 11Y v vezavno mesto 
tarče 4IBE z izpisom posameznih prispevkov k afiniteti vezanja atomov C6, C8 in C9. Levo zgoraj so 
prikazani rezultati izračuna učinkovitosti vezave 11Y na 4IBE ('Estimated affinity' = ocena afinitete, LLE, 
LE, 'Tor.' = učinkovitost torzije, 'Intra clash' = Znotrajmolekulski trki, 'Inter clash' = Medmolekulski trki). 
Levo spodaj je prikazana struktura liganda 11Y. 
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Slika 26 - Okno programa SeeSAR. Na desni strani je prikazana vezava modificiranega liganda 11Y, ki 
mu je bila dodana etilna skupina, v vezavno mesto tarče 4IBE z izpisom posameznih prispevkov k afiniteti 
vezanja atomov C9, C33 in C43. Levo zgoraj so prikazani rezultati izračuna učinkovitosti vezave 
modificiranega 11Y na 4IBE ('Estimated affinity' = ocena afinitete, LLE, LE, 'Tor.' = učinkovitost torzije, 
'Intra clash' = Znotrajmolekulski trki, 'Inter clash' = Medmolekulski trki). Levo spodaj je prikazana 
struktura modificiranega liganda 11Y. 
 
4.2 Priprava receptorskih mest na proteinih 
V podatkovni zbirki PDB smo poiskali še preostale  proteinske strukture tarčnih proteinov 
virusa ebole (za VP35 so navedene v poglavju 4.1.1): 
- VP24: 4U2X 
- VP30: 5DVW 
- VP40: 5BOV 
- NPC1: 5F1B 
Pred začetkom sidranja smo vsako izmed navedenih tarčnih struktur uredili in jim določili 
receptorsko mesto s programom YASARA. V primeru, da je imela proteinska struktura 
več podenot, smo odstranili vse, ki niso bile del receptorskega mesta. Odstranili smo tudi 
vse druge ligande, kofaktorje in manjše molekule, ki so bile vezane na protein. Urejene 
strukture smo nato energijsko minimizirali z makrom em_runclean.mcr. 
Receptorsko mesto proteina smo določili na več načinov. Iz znanstvenih člankov smo 
zbrali podatke o tem, kateri aminokislinski ostanki so pomembni za pravilno delovanje 
posameznih tarčnih proteinov. Naše izbrane tarčne proteinske strukture smo nato 
primerjali z drugimi sorodnimi strukturami iz podatkovne zbirke PDB (npr. 1H2D za 
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VP40, 5F18 in 5JNX za NPC1, 5T3T za VP30 itn.) in opazovali, na katerih mestih naša 
struktura tvori interakcije z drugimi molekulami ali proteini. To smo storili z možnostjo 
'align' funkcije MOTIF v programu YASARA. Na koncu smo v YASARI izvedli še t.i. 
slepo sidranje. V program smo hkrati vnesli našo urejeno tarčno proteinsko strukturo in 
molekulo epigalokatehin galat (EGCG), čigar struktura je prikazana na sliki 27. Sidranje 
smo izvedli z makrom dock_run.mcr, ki za proces sidranja uporablja metodo VINA. Pri 
tem smo uporabili polje sil AMBER14, število ciklov je bilo 50. Med tem procesom je 
program umeščal molekulo EGCG na različna mesta na površini naše tarčne strukture in 
računal afiniteto ustvarjenega kompleksa. Mesta, kamor se je molekula EGCG umestila 
najbolj pogosto, smo uporabili za nadaljnje sidranje v programu SeeSAR. Rešitev slepega 
sidranja v strukturo 5DVW je prikazana na sliki 28. 
 
Slika 27 - Struktura molekule epigalokatehin galata. 
 
 
Slika 28 - Primer rezultata slepega sidranja v programu YASARA. Zelena površina predstavlja površino 
proteina VP30 (struktura 5DVW). Rumeno obarvane spojine pa so molekule epigalokatehin galata, 
umeščene v potencialna vezavna mesta na proteinu. 
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Po slepem sidranju smo za vsako posamezno tarčno strukturo pustili eno v receptorsko 
mesto vezano molekulo EGCG, ostale pa smo izbrisali. Takšno strukturo smo prenesli v 
program SeeSAR in vezani EGCG uporabili za definicijo vezavnega mesta proteina 
(SeeSAR zavihek »Binding Site«). V to vezavno mesto so se kasneje med sidranjem 
umeščale druge spojine iz naše zbirke. Strukture proteina VP35 že same po sebi vsebujejo 
vezani ligand, zato slepega sidranja ni bilo potrebno izvesti. Za definicijo vezavnega 
mesta smo uporabili kar obstoječi ligand. 
Spodaj so za vsak posamezen obravnavan virusni protein navedeni vsi aminokislinski 
ostanki, ki smo jih izbrali kot del vezavnega mesta pri definiciji le-tega: 
VP24: Gln103, Leu106,Ile107, Asp108, Gln109, Ser110, Leu111, Glu113, Ala116, 
Gly117, Ala118, Leu119, Gly120, Leu121, Ser123, Asp124, Leu127, Thr183, Gln184, 
Asn185 in His186. 
VP30: His193, Glu197, Leu199, Gln203, Pro206, Val207, Leu208, Val210, Gln229, 
Trp230, Asp231, Gln233, Ser234, Leu235, Ile236, Met237, Phe238, Ile239,Thr240, 
Ala241 in Phe242. 
VP35: Ala221, Lys222, Arg225, Gln241, Val243, Gln244, Val245, Ile246, Cys247, 
Lys248, Leu249, Lys251, Asp252, Pro293, Val294, Ile295, His296, Ile297, Ser299, 
Asp302, Ile303, Pro304, Val325, Cys326 in Phe328. 
VP40: Asp144, Arg148, Thr170, Leu171, Ile172, Ser173, Ser174, Gln175, Ile177, 
Gly178, Glu179, Lys180, Leu182, Pro183, Gln185, Ala186, Glu187, Ser189,Trp190, 
Gln193, Phe194, Arg254, Leu255, Ala291, Pro292, His293, Pro294 in Ala295. 
NPC1: His46, Ile47, Tyr48, Gln49, Pro50, Tyr51, Gly54, Asp64,Ile65, His69, Val122, 
Leu123, Asp124, His125, Lys126, Phe131, Phe132, Val133, Tyr134, Ala135, Asp136, 
Tyr137 in His138. 
 
4.3 Molekulsko sidranje 
Sidranje ustvarjene zbirke molekul v pripravljena vezavna mesta izbranih tarčnih 
proteinov smo izvedli v programu SeeSAR. V zavihek »Docking« smo vnesli celotno 
ustvarjeno zbirko ligandov in izbrali »Generate poses«. Po končanem izračunu smo 
rezultate prenesli v SeeSAR zavihek »Analyzer«, kjer smo izbrali željene kriterije 
učinkovitosti vezave. Določili smo kakšno oceno afinitete, LLE, LE in torzijo želimo. 
Primer filtriranja rezultatov glede na kriterij je prikazan na sliki 29. Postopek smo 
ponovili za vsako vezavno mesto posebej. 
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Slika 29 - Okno zavihka "Analyzer" v programu SeeSAR prikazuje nekatere izmed rezultatov sidranja na 
protein VP35. Na desni strani so prikazani izbrani kriteriji, ki smo jih uporabili pri filtriranju rezultatov. 
Na levi strani so prikazani filtrirani rezultati, razvrščeni po padajoči oceni afinitete. 
 
4.4 Zbirka spojin 2 za QSAR/QSPR 
Strukture spojin in pripadajoče vrednosti Kd (konstante disociacije) za pripravo zbirke, ki 
smo jo uporabili pri izdelavi modelov QSAR, smo pridobili iz priloge članka [59]. 
Reakcijo disociacije dveh molekul (v našem primeru sta to protein in ligand) lahko 
zapišemo kot: 
 𝐴𝑥𝐵𝑦 ⇋ 𝑥𝐴 + 𝑦𝐵 (7) 
 
Za disociacijo dveh molekul lahko konstanto disociacije na koncentracijski skali 
zapišemo kot: 
 𝐾𝑑 =
[𝐴]𝑥 ∙ [𝐵]𝑦
[𝐴𝑥𝐵𝑦]
 (8) 
 
pri čemer [...] označuje molarno koncentracijo zvrsti. 
Pri pripravi napovednih modelov smo uporabljali negativni logaritem konstante 
disociacije, zato smo vrednosti navedene v omenjenem članku najprej preračunali iz Kd 
na pKd: 
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 𝑝𝐾𝑑 = −log𝐾𝑑 (9) 
 
Pri tem višja vrednost pKd predstavlja močnejšo vezavo in posledično bo imel ligand z 
višjo vrednostjo pKd večjo afiniteto vezanja v receptorsko mesto. 
Pridobljene podatke smo združili v sdf datoteki, ki je vsebovala vse strukture spojin in 
njihove pripadajoče vrednosti pKd. V nadaljevanju smo ustvarjeno sdf datoteko uporabili 
za pripravo modelov QSAR v programskih orodjih Canvas (Schrödinger) in 
ISIDA/QSPR. 
 
4.5 Napovedni model 1 - QSAR v programu Canvas 
Podatke iz ustvarjene sdf datoteke smo uvozili v programsko orodje Canvas 
(Schrödinger). Na podlagi molekulskih struktur smo v Canvasu izračunali fizikalno-
kemijske in topološke deskriptorje naših spojin (slika 30). 
 
Slika 30 - Okno programa Canvas (Schrödinger) z vneseno zbirko spojin za izračun modelov QSAR. V 
prvem stolpcu tabele je zaporedna številka spojine, v drugem stolpcu njena struktura in ime, v tretjem 
stolpcu pripadajoča vrednost pKd. V stolpcih 4 (MW)-17 (Polar) so pripadajoče vrednosti fizikalno-
kemijskih deskriptorjev. V stolpcih 18 (Atom Count) – 240 (na sliki vidno samo do stolpca 18 – Atom Count) 
pa so pripadajoče vrednosti topoloških deskriptorjev naših spojin. 
V nadaljevanju smo v programu Canvas z metodo multivariatne linearne regresije iz 
zbranih podatkov izdelali napovedni model. Za odvisno spremenljivko (»Y-variable«) 
smo vzeli pKd, odvisne spremenljivke (»X variables«) pa so bili naši izračunani 
deskriptorji. V računanje smo vključili vseh 237 pripravljenih deskriptorjev. V 
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nastavitvah smo določili, da program sestavlja posamezne modele iz največ 7 neodvisnih 
spremenljivk (deskriptorjev) naenkrat (V nastavitvah vneseno: »Number of X 
variables: 7«, slika 31). Določili smo, da končno verzijo napovednega modela program 
pripravi s povprečenjem petih najboljših modelov (V nastavitvah obkljukano »Use 
average of 5 best models«). Ostale nastavitve smo pustili privzete (Število Monte Carlo 
korakov, začetna in končna temperatura, itn.). 
 
Slika 31 – Nastavitve v zavihku »Options« za izdelavo napovednega modela z multivariatno linearno 
regresijo v programskem orodju Canvas (Schrödinger). Izbrali smo možnost »Choose best subsets«, ki 
nam da možnost omejitve števila uporabljenih neodvisnih spremenljivk v posameznem modelu. Ob kliku na 
gumb »Options« se je prikazalo pojavno  okno »Multiple Linear Regression – Best Subsets Options«, v 
katerem smo nastavili maksimalno število neodvisnih spremenljivk za en model in število modelov, katerih 
povprečje se upošteva v končnem napovednem modelu. V vpisno mesto desno od »Y variable« smo vnesli 
našo odvisno spremenljivko pKd, v desnem delu zavihka pod »Selected properties« pa smo vnesli vse 
neodvisne spremenljivke (izračunane deskriptorje). 
Z naključnim izbiranjem, ki ga omogoča orodje Canvas, smo vneseno zbirko spojin 
razdelili na dva dela. 80 % spojin iz zbirke smo namenili za trening, ostalih 20 % pa za 
test, kot je prikazano na sliki 32. To pomeni, da so se spojine za trening uporabile pri 
izdelavi napovednega modela, spojine za test pa so se nato uporabile za preverjanje 
učinkovitosti ustvarjenega modela. Za pričetek izgradnje modela smo izbrali »Build 
Model«. 
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Slika 32 - Nastavitve v zavihku »Training Set« pri izdelavi napovednega modela z multivariatno linearno 
regresijo v programskem orodju Canvas (Schrödinger). Določili smo naključno izbiro seta spojin za 
trening in seta spojin za test tako, da se za trening uporabi 80 % spojin, za test pa 20 %. Na levi strani 
zavihka vidimo kako so bile vloge (»Model Set«) dodeljene prvim 11 spojinam iz naše zbirke. 
4.6 Napovedni model 2 - ISIDA/QSPR 
Pri izdelavi modela s programskim orodjem ISIDA/QSAR smo uporabili isto zbirko 
spojin, kot smo jo pri izdelavi s programom Canvas. Zbirko smo z naključnim izborom 
spojin razdelili na dve sdf datoteki: vita_subset1.sdf, ki je vsebovala 151 spojin, in 
vita_subset2.sdf, ki je vsebovala 15 spojin. Datoteko vita_subset1.sdf smo vnesli v 
zavihek »Single model« in ustvarili MASK datoteko vita_subset1.MSK (slika 33). Nato 
smo v zavihku »Consensus model« nastavili parametre za izdelavo našega napovednega 
modela (slika 34). »Consensus model« ima podobno vlogo, kot jo je imela nastavitev 
»Choose best subsets« multivariatne linearne regresije programa Canvas. To pomeni, da 
ISIDA/QSPR ustvari večje število linearnih MLR modelov, ki se med seboj razlikujejo 
po deskriptorjih in tehniki izbire relevantnih spremenljivk. Program nato vsakega izmed 
MLR modelov ovrednoti in izbere najboljših nekaj. Pri izračunu pKd za posamezno 
spojino nato kot rezultat poda aritmetično sredino izračunov posameznih MLR modelov 
[52]. 
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  Slika 33 – Okno programa ISIDA/QSPR za nastavitev »Single« modela. S klikom na zavihek »Open SDF« 
smo vnesli zbirko spojin vita_subset1, pod zavihkom »Create MASK« smo ustvarili MASK datoteko in s tem 
določili pKd za odvisno spremenljivko. Pravilnost vnosa smo preverili s klikom na »Data TEST«. V zavihku 
DATA se prikaže nabor vnesenih spojin po katerih lahko brskamo s klikom na gumb levo ali desno. Za 
vsako spojino s izpiše strukturna formula in pripadajoča vrednost pKd. 
 
 
Slika 34 - Okno programa ISIDA/QSPR za nastavitev »Consensus« modela. V tem oknu smo določili točne 
parametre, ki smo jih želeli uporabiti pri izdelavi našega napovednega modela. 
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Za izdelavo našega »Consensus« napovednega modela smo izbrali sledeče parametre: 
(i) Določili smo, da program generira deskriptorje linearno, kar imenujemo 
»topološke poti« (Na sliki 34 označeno kot »Paths«) in razvejano iz 
centralnega atoma (Na sliki 34 označeno kot »Augmented«). Določili smo, da 
se v fragmentih upoštevajo tako atomi kot tudi vezi med njimi (»Atoms-
Bonds«). Določili smo, da se lahko upošteva tudi hibridizacija atomov; 
(ii) Dolžino fragmentov smo omejili na od 2 do največ 15 (Na sliki 34 označeno 
z »Path length«); 
(iii) V okvirčku »Validation« smo nastavili »External n-fold Cross-Validation« 
na 6. To pomeni, da se izračuni izvedejo v 6 ciklih, pri tem pa se spojine 
razdelijo na set za trening in set za test tako, da so v vsakem ciklu izbrane 
druge spojine. V našem primeru to pomeni, da se za test uporabi vsaka šesta 
spojina. Princip razdelitve spojin na set za trening in set za test za vsakega 
izmed petih ciklov je prikazan na sliki 35; 
(iv) Ostale nastavitve smo pustili privzete. 
 
Slika 35 - Okno programa ISIDA/QSPR, ki prikazuje izračunane vrednosti pKd spojinam, ki so bile 
uporabljene za trening. Pri tem »subset 1« označuje prvi krog izračunov, »subset 2« drugi krog izračunov 
itn. do 6. kroga. Nekatera mesta so prazna, kar pomeni, da je bila v tistem krogu ta spojina uporabljena za 
test. V stolpcu »Exp.« so navedene dejanske eksperimentalno določene vrednosti pKd.  
4.6.1 Eksterni test ISIDA/QSPR 
Izdelani napovedni model smo preizkusili tudi s testom eksternega seta spojin. V 
programu smo izbrali možnost »Property Prediction« in odprlo se je okno »Forecast by 
Molecular Fragments« (slika 36). Sem smo vnesli datoteko vita_subset2.sdf in naš 
izdelani napovedni model. S tem smo želeli preveriti, kako dobro bo naš napovedni model 
napovedal vrednosti pKd spojinam, ki niso bile udeležene pri njegovi izdelavi.  
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Slika 36 - Okno programa ISIDA/QSPR za izračun lastnosti eksternim spojinam na podlagi napovednega 
modela. Vanj smo vnesli spojine iz vita_subset2.sdf, za napoved pa smo uporabili napovedni model, ki smo 
ga ustvarili na podlagi spojin v datoteki vita_subset1.sdf. 
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4.7 Izračun vrednosti pKd zbirki spojin za molekulsko sidranje 
Izdelana napovedna modela smo želeli preizkusiti tudi na prvi zbirki spojin, ki je bila 
uporabljena za molekulsko sidranje v prvem delu eksperimentalnega dela te magistrske 
naloge. 
V program Canvas smo vnesli omenjeno zbirko 1520 spojin ter jim izračunali fizikalno-
kemijske in topološke deskriptorje (slika 37). Nato smo v oknu »Multiple Linear 
Regression« izbrali možnost »Apply imported model« (slika 38) in izbrali naš napovedni 
model (napovedni model 1). Možnost »Y variable« smo pustili prazno, saj spojine v naši 
zbirki niso vsebovale eksperimentalno določene pKd. Za izračun teoretičnih vrednosti pKd 
smo nato izbrali »Build Model«. 
 
Slika 37 - Okno programa Canvas (Schrödinger), kjer smo spojinam iz zbirke za molekulsko sidranje 
izračunali fizikalno-kemijske in topološke deskriptorje. V prvem stolpcu tabele je zaporedna številka 
spojine, v drugem stolpcu njena struktura in ime. V stolpcih 3 (MW)-15 (Polar) so pripadajoče vrednosti 
fizikalno-kemijskih deskriptorjev. V stolpcih 16 (Atom Count) – 239 pa so pripadajoče vrednosti topoloških 
deskriptorjev naših spojin. Na sliki je prikazanih samo prvih 15 stolpcev. 
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Slika 38 - Okno za izračun lastnosti na osnovi multivariatne linearne regresije s programom Canvas 
(Schrödinger). Za izračun vrednosti pKd eksternim spojinam smo izbrali možnost »Apply imported model« 
in vnesli naš napovedni model 1.  
Postopek smo ponovili tudi s programom ISIDA/QSPR. Ker je bilo računanje teoretičnih 
vrednosti pKd v tem primeru zelo zamudno, smo vnesli le 140 izmed 1520 spojin iz zbirke. 
V okno »Forecast by Molecular Fragments« (slika 39) smo vnesli zbirko spojin in 
napovedni model, ki smo ga pripravili v ISIDA/QSPR (napovedni model 2). Nato smo 
izbrali »Launch Forecast«. 
 
Slika 39 - Okno programa ISIDA/QSPR za izračun lastnosti eksternim spojinam. V podokno "Structure 
Data File of organic compounds for predictions" smo vnesli del zbirke, ki je bila uporabljena za molekulsko 
sidranje (140 od 1520), v okno "Models" pa smo vnesli naš napovedni model 2. 
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5 Rezultati in razprava 
5.1 Najboljši izdelani hipotetični ligandi za VP35 
Skupno število ligandov, ki smo jih izdelali sami s pomočjo SeeSAR 8.1 orodja za in situ 
urejanje ligandov, je bilo 74. V tabeli 1 je navedenih 22 hipotetičnih ligandov, ki so se 
in silico najbolje vezali v receptorsko mesto proteina VP35. 
Tabela 1 - Seznam struktur za 22 izdelanih hipotetičnih ligandov proteina VP35 in pripadajoči rezultati 
izračunov učinkovitosti vezave, ki so bili narejeni s programom SeeSAR. 
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2 
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4 
 
5 
 
6 
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Na sliki 40 je prikazano umeščanje liganda št. 19 iz tabele 1 v vezavno mesto proteina 
VP35. Ta ligand se je in silico vezavnemu mestu VP35 izredno dobro prilegal. Z njim je 
tvoril kar 3 vodikove vezi. 
 
Slika 40 - Umeščanje liganda št. 19 iz tabele 1 v vezavno mesto proteina ebole VP35. Atomi kisika so 
obarvani rdeče, dušika modro, ogljika bež in vodika belo. Zelene sfere okoli atomov predstavljajo ugodne 
interakcije z vezavnim mestom. Večja kot je zelena sfera, bolj ugodna je interakcija tistega atoma z ostanki 
vezavnega mesta na proteinu. 
Slika je bila narejena v programu SeeSAR. 
 
5.2 Rezultati molekulskega sidranja 
Po končanem izračunu HYDE za sidrane spojine smo rezultate iz SeeSAR izvozili v 
obliki sdf datoteke. Če smo to datoteko odprli s pomočjo programa MarvinView, smo 
dobili rezultate v obliki tabele spojin s pripadajočimi številskimi ocenami afinitete 
vezanja (spodnja in zgornja meja), LE, LLE, torzije, medmolekulskimi in 
znotrajmolekulskimi trki. Izsek tabele rezultatov sidranja v receptorsko mesto VP30 je 
prikazan na sliki 41.  
Izmed vseh rezultatov sidranja smo za vsako posamično proteinsko tarčo izbrali 5 spojin 
z najboljšimi rezultati. Predstavljene so v podpoglavjih 5.2.1, 5.2.2, 5.2.3, 5.2.4 in 5.2.5 
skupaj s pripadajočimi rezultati sidranja. Izmed izbranih spojin jih je veliko takih, ki se 
že uporabljajo za zdravljenje različnih bolezni in so dostopni na trgu, zato smo pri teh 
poleg rezultatov navedli tudi medicinsko uporabo. Podatke o namenu zdravil in njihovem 
delovanju smo pridobili iz spletne strani Centralne Baze Zdravil [60] in spletne strani 
DrugBank [61]. Dve spojini sta pokazali še zlasti velik potencial, saj sta se pojavili med 
prvimi petimi najboljšimi za dve različni tarči. Etambutol je bil med petimi najboljšimi 
pri vezavi na tarči VP30 (na 5. mestu) in VP40 (na 1. mestu), Atenolol pa je bil med 
najboljšimi petimi pri vezavi na tarči VP40 (na 2. mestu) in NPC1 (na 2. mestu). 
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Slika 41 - Primer izseka rezultatov molekulskega sidranja za tarčo VP30, prikazan v programu 
MarvinView. V prvem stolpcu je zaporedna številka spojine, v drugem je prikazana tridimenzionalna 
struktura spojine, sledijo stolpci z imenom spojine, spodnjo mejo ocene afinitete v nM, zgornjo mejo ocene 
afinitete v nM, oceno LE in LLE (++: zelo dobro, +: dobro, 0: nevtralno, -: slabo in --: zelo slabo) ter 
znotrajmolekulske in medmolekulske trke (zeleno: dobro, rumeno: nevtralno in rdeče: slabo). 
5.2.1 VP24 
Pri sidranju v vezavno mesto virusnega proteina VP24 so se najbolj izkazale spojine 
kabergolin, flufenazin, propafenon, ramelteon in 3-{[1-({4-[(diaminometiliden) amino] 
butil} karbamoil)-3-metilbutil] karbamoil} oksiran-2-karboksilna kislina. Rezultati 
njihovega sidranja so prikazani v tabeli 2, umeščanje spojine kabergolin v vezavno mesto 
VP24 pa je prikazano na sliki 42. 
 
Slika 42 – Okno programa SeeSAR, v katerem smo izvedli sidranje naše zbirke ligandov v receptorsko 
mesto urejene strukture 4U2X. Na levi strani slike v rdečem okvirčku so prikazani rezultati sidranja prvih 
6 najboljših ligandov za VP24. Levo spodaj je prikazana struktura spojine kabergolin, desno pa je 
prikazano umeščanje spojine kabergolin v receptorsko mesto VP24. 
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Tabela 2 – Struktura, rezultati sidranja in medicinska uporaba petih ligandov, ki so se in silico najbolje 
vezali v receptorsko mesto VP24.  
Ime in Struktura Rezultati 
Medicinska uporaba 
in delovanje 
Flufenazin 
 
 
Antipsihotik  
Flufenazin blokira 
postsinaptične mezolimbične 
dopaminergične receptorje D1 
in D2 v možganih; zmanjšuje 
sproščanje hipotalamičnih in 
hipofiznih hormonov. 
Kabergolin 
 
 
Zaviralec prolaktina, 
agonist dopamina 
Močno se veže na dopaminski 
D2 receptor. 
 
Propafenon 
 
 
Antiaritmik 
V vlaknih Purkinje in v 
miokardnih vlaknih zmanjšuje 
tok natrijevih ionov. 
 
Ramelteon 
  
Uspavalo 
Ramelteon je agonist 
melatoninskih receptorjev, ki 
ima visoko afiniteto za 
receptorja MT1 in MT2 ter 
nekoliko nižjo za MT3. 
3-{[1-({4-[(diaminometiliden) 
amino] butil} karbamoil)-3-
metilbutil] karbamoil} oksiran-2-
karboksilna kislina 
 
 
/ 
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5.2.2 VP30 
Pri sidranju v vezavno mesto virusnega proteina VP30 so se najbolj izkazale spojine 
tamsulozin, esmolol, melfalan, trietilen tetramin in etambutol. Rezultati njihovega 
sidranja so prikazani v tabeli 3, umeščanje spojine tamsulozin v vezavno mesto VP30 pa 
je prikazano na sliki 43. 
 
Slika 43 - Okno programa SeeSAR, v katerem smo izvedli sidranje naše zbirke ligandov v receptorsko 
mesto urejene strukture 5DVW. Na levi strani slike v rdečem okvirčku so prikazani rezultati sidranja prvih 
5 najboljših ligandov za VP30. Levo spodaj je prikazana struktura spojine tamsulozin, desno pa je 
prikazano umeščanje spojine tamsulozin v receptorsko mesto VP30. 
 
Tabela 3 - Struktura, rezultati sidranja in medicinska uporaba petih ligandov, ki so se in silico najbolje 
vezali v receptorsko mesto VP30. 
Ime in Struktura Rezultati Medicinska uporaba 
Tamsulozin 
  
Za zdravljenje benigne 
hipertrofije prostate 
Antagonist adrenergičnih 
receptorjev alfa. 
Esmolol 
  
Za kratkoročno 
zdravljenje atrijske 
fibrilacije 
Antagonist adrenergičnih 
receptorjev beta. 
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Melfalan 
  
Citostatik 
Zdravila z delovanjem na 
novotvorbe. Veže se na baze 
DNK (predvsem na gvanin 
N-7 in v manjši meri na 
adenin N-3). 
Trietilen tetramin
  
/ 
Etambutol 
  
Zdravilo proti 
tuberkulozi 
Zavira arabinozil transferaze 
pri Mycobacterium 
tuberculosis. 
 
5.2.3 VP35 
Pri sidranju v vezavno mesto virusnega proteina VP35 so se najbolj izkazale spojine 
indekainid, diklonin, atropin, vildagliptin in tonzilamin. Rezultati njihovega sidranja so 
prikazani v tabeli 4, umeščanje spojine indekainid v vezavno mesto VP35 pa je prikazano 
na sliki 44. 
 
Slika 44 - Okno programa SeeSAR, v katerem smo izvedli sidranje naše zbirke ligandov v receptorsko 
mesto urejene strukture 4IBK. Na levi strani slike v rdečem okvirčku so prikazani rezultati sidranja prvih 
5 najboljših ligandov za VP35. Levo spodaj je prikazana struktura spojine indekainid, desno pa je 
prikazano umeščanje spojine indekainid v receptorsko mesto VP35. 
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Tabela 4 - Struktura, rezultati sidranja in medicinska uporaba petih ligandov, ki so se in silico najbolje 
vezali v receptorsko mesto VP35. 
Ime in Struktura Rezultati Medicinska uporaba 
Indekainid 
 
 
Antiaritmik 
Deluje na natrijeve kanalčke 
na membrani nevronskih celic. 
Diklonin 
  
Anestetik 
Zmanjša prepustnost 
nevronske membrane za 
natrijeve ione. 
Atropin 
 
 
Antiholinergik (povzroči 
sprostitev gladkih mišic) 
Veže se na in zavira 
muskarinske receptorje za 
acetilholin. 
Vildagliptin 
 
 
Antidiabetik 
Inhibira dipeptidil peptidazo-4 
(DPP-4). 
Tonzilamin 
 
 
Antihistaminik in 
antiholinergik 
Tekmuje s histaminom za 
vezavo na histaminski receptor 
H1. 
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5.2.4 VP40 
Pri sidranju v vezavno mesto virusnega proteina VP40 so se najbolj izkazale spojine 
etambutol, atenolol, 2-etil-1,3-heksandiol, zolmitriptan in betahistin. Rezultati njihovega 
sidranja so prikazani v tabeli 5, umeščanje spojine etambutol v vezavno mesto VP40 pa 
je prikazano na sliki 45. 
 
Slika 45 - Okno programa SeeSAR, v katerem smo izvedli sidranje naše zbirke ligandov v receptorsko 
mesto urejene strukture 5BOV. Na levi strani slike v rdečem okvirčku so prikazani rezultati sidranja prvih 
5 najboljših ligandov za VP40. Levo spodaj je prikazana struktura spojine etambutol, desno pa je prikazano 
umeščanje spojine etambutol v receptorsko mesto VP40. 
 
Tabela 5 - Struktura, rezultati sidranja in medicinska uporaba petih ligandov, ki so se in silico najbolje 
vezali v receptorsko mesto VP40. 
Ime in Struktura Rezultati Medicinska uporaba 
Etambutol 
 
 
Zdravilo proti 
tuberkulozi 
Zavira arabinozil transferaze 
pri Mycobacterium 
tuberculosis. 
Atenolol 
  
Za zdravljenje bolezni 
srca in ožilja 
Selektivni antagonist 
adrenergičnih receptorjev beta. 
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2-Etil-1,3-heksandiol 
  
/ 
Zolmitriptan 
 
 
Analgetik (Zdravila proti 
migreni) 
Deluje na receptorje 5-HT1B / 
1D. 
Betahistin 
  
Zdravilo proti vrtoglavici 
Agonist histamin H1 
receptorja in antagonist 
histamin H3 receptorja. 
 
5.2.5 NPC1 
Pri sidranju v vezavno mesto virusnega proteina NPC1 so se najbolj izkazale spojine 
alprenolol, atenolol, ketobemidon, fenilefrin in eflornitin. Rezultati njihovega sidranja so 
prikazani v tabeli 6, umeščanje spojine alprenolol v vezavno mesto NPC1 pa je prikazano 
na sliki 46. 
 
Slika 46 - Okno programa SeeSAR, v katerem smo izvedli sidranje naše zbirke ligandov v receptorsko 
mesto urejene strukture 5F1B. Na levi strani slike v rdečem okvirčku so prikazani rezultati sidranja prvih 
5 najboljših ligandov za NPC1. Levo spodaj je prikazana struktura spojine alprenolol, desno pa je 
prikazano umeščanje spojine alprenolol v receptorsko mesto NPC1. 
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Tabela 6 - Struktura, rezultati sidranja in medicinska uporaba petih ligandov, ki so se in silico najbolje 
vezali v receptorsko mesto NPC1. 
Ime in Struktura Rezultati Medicinska uporaba 
Alprenolol 
 
 
Zdravilo proti 
povišanemu  
krvnemu tlaku, 
antiaritmik 
Neselektivno blokira beta-1 
adrenergične receptorje, 
predvsem v srcu. 
Atenolol 
  
Za zdravljenje bolezni 
srca in ožilja 
Selektivni antagonist 
adrenergičnih receptorjev beta. 
Ketobemidon 
 
 
Opoidni analgetik 
Deluje na mu-, kappa- in delta- 
opoidne receptorje, ter v 
manjši meri tudi na NMDA 
receptorje. 
Fenilefrin 
 
 
Simpatikomimetik - 
zdravljenje hipotenzije, 
širitev zenic in za lokalno 
vazokonstrikcijo 
Alfa-1 adrenergični agonist 
Eflornitin 
 
 
Zdravilo proti obraznem 
hirsutizmu (prekomerni 
rasti dlak) 
Nepovratno se veže na ornitin 
dekarboksilazo (ODC) in s tem 
prepreči vezavo ornitina. 
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5.3 Rezultati QSAR v programu Canvas 
Na sliki 47 je prikazan seznam deskriptorjev, ki jih uporablja izdelani napovedni model 
1 za računanje učinkovitosti vezave v receptorsko mesto VP35. Poleg imen deskriptorjev 
so navedene tudi njihove pripadajoče uteži βi (»Coefficient«), ki povedo, kako je vrednost 
korelirana s pKd in pripadajoči standardni odklon teh uteži (»Std. Dev.«). Vrednost 
»Intercept« predstavlja presečišče na ordinati (β0). Vidimo, da k ustvarjenemu 
napovednemu modelu 1 prispeva 17 različnih deskriptorjev. 
 
Slika 47 - Seznam deskriptorjev, ki so bili uporabljeni za pripravo napovednega modela 1 s pripadajočimi 
utežmi βi  in standardnimi odkloni le-teh. »Intercept« predstavlja presečišče z y osjo. 
Kako dobro se je napovedni model 1 odrezal pri obdelavi naše zbirke spojin, izvemo iz 
rezultatov statističnih izračunov, ki so vgrajeni v program Canvas. Izračunane vrednosti 
so prikazane na slikah 48 in 49. 
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5.3.1 Statistična ocena kvalitete napovednega modela 
 
Slika 48 – Rezultati v programu Canvas, ki povedo kako učinkovit je 
ustvarjen model pri napovedovanju učinkovitosti vezanja za set spojin, 
ki so bile uporabljene za trening. Prikazane so vrednosti standardnega 
odklona (SD), R2, F in P seta za trening. 
S kratico SD je označen standardni odklon ali standardna deviacija, ki pove, kakšna je 
pričakovana variacija okoli povprečne vrednosti seta meritev. V našem primeru 
opazujemo odklon eksperimentalno določenih vrednosti pKd od regresijske premice. 
Nasprotiznačni odkloni se med seboj odštejejo, zato se standardni odklon računa tako, da 
se njihova vrednost najprej kvadrira in nato koreni, da se znebimo negativnega predznaka 
[62]. 
 𝑆𝐷 = √
∑ (𝑦𝑖 − ?̅?)2
𝑁
𝑖=1
𝑁 − 1
 (10) 
Pri tem yi predstavlja eksperimentalno določeno vrednost pKd, ?̅? predstavlja neko 
povprečno vrednost pKd, v našem primeru tisto ki jo napove regresijska premica. N je 
število spojin, ki so bile uporabljene za trening. Nižja kot je SD, natančneje naš model 
napove vrednosti pKd. Za naš model je standardni odklon približno 0,308, kar je zmerno 
za napoved vrednosti pKd, ki se v našem primeru gibljejo nekje med 2,2 in 4,5. 
R^2 ali R2 je korelacijski koeficient in izraža delež variance odvisne spremenljivke, ki jo 
lahko pojasnimo z našim modelom oz. našimi neodvisnimi spremenljivkami. R2 lahko 
zavzame vrednosti med 0 in 1. Bolje kot se regresijska premica prilega eksperimentalnim 
podatkom, bližje je R2 vrednosti 1. V našem primeru smo dobili R2 seta za trening 
približno 0,753 [55][63]. 
F-test statistične pomembnosti primerja prileganje podatkov regresijski premici med 
ustvarjenim modelom in modelom, ki ne vsebuje nobenih deskriptorjev, le prestrezanje 
(ang. intercept). F lahko zavzame poljubno nenegativno vrednost, višja kot je vrednost F, 
boljši je naš model [64].  
P je vrednost, ki pripada vrednosti F. Če je njena vrednost manjša od izbrane stopnje 
pomembnosti (pogosto izberemo 0,01, 0,05 in 0,10) lahko trdimo, da naš regresijski 
model ustreza podatkom bolje kot model, ki upošteva samo prestrezanje (ang. intercept). 
V našem primeru je vrednost P tako zelo nizka, da lahko z gotovostjo trdimo, da je naš 
ustvarjen model boljši od modela, ki upošteva samo prestrezanje [63]. 
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Slika 49 – Rezultati v programu Canvas, ki povedo kako učinkovit je 
ustvarjen model pri napovedovanju učinkovitosti vezanja za set spojin, 
ki so bile uporabljene za test. Prikazane so vrednosti RMSE, Q2 in 
r-Pearson seta za test. 
RMSE predstavlja koren povprečja kvadratov odstopanj (ang. Root mean square error) 
in meri razlike med vrednostmi, ki jih napove model in dejanskimi eksperimentalno 
določenimi vrednostmi [65].  
 
𝑅𝑀𝑆𝐸 = √
∑ (𝑦1,𝑡 − 𝑦2,𝑡)2
𝑇
𝑡=1
𝑇
 (11) 
Pri tem y1,t predstavlja dejanske eksperimentalno določene vrednosti pKd, y2,t predstavlja 
vrednosti pKd, ki jih je napovedal naš mode, T predstavlja število spojin v naši zbirki. Za 
naš model je RMSE za spojine za test približno 0,317, kar je zmerno za napoved vrednosti 
pKd, ki se gibljejo med 2,2 in 4,5. 
Q^2 ali Q2 je korelacijski koeficient navzkrižne validacije (podoben pomen kot R2 pri 
setu za trening). V našem primeru smo dobili Q2 seta za test približno 0,724, kar je 
nekoliko slabše kot je bil R2 pri setu za trening. To pomeni, da je napoved pKd eksternim 
spojinam s tem modelom malenkost manj točna [64]. 
Pearsonov korelacijski koeficient (r-Pearson) je vrednost, ki izraža linearno 
koreliranost med odvisno in neodvisnimi spremenljivkami. Zavzema lahko vrednosti med 
-1 in 1, pri čemer 1 pomeni popolno pozitivno linearno koreliranost, -1 pomeni popolno 
negativno linearno koreliranost, 0 pa pomeni, da ni linearne korelacije. Vrednost r-
Pearson za napovedni model 1 je približno 0,855, kar napoveduje pozitivno linearno 
koreliranost, ki pa ni popolna [55]. 
5.3.2 Primerjava izračunanih vrednosti pKd z dejanskimi 
Na grafu 1 je prikazana primerjava izračunanih vrednosti pKd z eksperimentalno 
določenimi iz članka [59]. Rdeča premica predstavlja popolno ujemanje napovedanih pKd 
z dejanskimi, kar pomeni, da bolj kot točke ležijo blizu te premice, točneje jim je model 
napovedal vrednost pKd. Primerjava številskih vrednosti pKd (izračunanih in 
eksperimentalno določenih) za prvih 15 od 166 spojin je navedena v tabeli 7. 
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Graf 1 - Primerjava izračunanih vrednosti pKd z eksperimentalno določenimi. Rdeče točke predstavljajo 
set za trening, modre pa set za test. Rdeča premica ima naklon 45° in predstavlja popolno ujemanje 
napovedanih pKd z dejanskimi.  
 
Tabela 7 - Primerjava vrednosti pKd, ki so bile izračunane na podlagi napovednega modela 1, z dejanskimi 
eksperimentalno določenimi za 15 spojin od 166. V prvem stolpu je navedena oznaka spojine. V drugem 
stolpcu je označeno, ali je bila uporabljena za trening ali test. V tretjem stolpcu je navedena dejanska, 
eksperimentalno določena vrednost pKd. V četrtem stolpcu je vrednost pKd, ki je bila določena na podlagi 
našega napovednega modela 1. V zadnjem stolpcu je izračunana absolutna razlika obeh pKd vrednosti. 
Spojina Set pKd Napoved pKd Abs. Razlika 
VPL-64 test 4,523 4,532 0,009 
VPL-60 trening 4,481 4,039 0,442 
VPL-36 trening 4,444 4,362 0,082 
VPL-61 trening 4,444 4,447 0,003 
VPL-34 trening 4,409 4,328 0,081 
VPL-42 trening 4,337 4,033 0,304 
VPL-59 trening 4,328 4,331 0,003 
VPL-51 trening 4,310 4,104 0,206 
VPL-57 trening 4,284 4,019 0,265 
VPL-58 trening 4,284 4,262 0,022 
VPL-29 test 4,222 3,640 0,582 
VPL-46 trening 4,201 4,186 0,015 
VPL-39 test 4,155 4,044 0,111 
VPL-43 trening 4,114 4,053 0,061 
VPL-49 test 4,102 3,743 0,359 
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5.4 Rezultati QSPR v programu ISIDA/QSPR 
Končni napovedni model, ki ga ustvari ISIDA/QSPR, vsaki spojini glede na njeno 
strukturo in fragmente, ki jih vsebuje, pripiše svoj set MLR modelov. Rezultate teh za 
spojino specifično izbranih MLR modelov nato program povpreči in dobimo končno 
oceno pKd. Pogoj za izračun pravilne vrednosti pKd je, da je analizirana spojina dovolj 
podobna spojinam, na osnovi katerih so bili naši MLR modeli zgrajeni. Torej mora 
vsebovati vsaj nekaj enakih fragmentov. V primeru, da ta pogoj ni izpolnjen in se 
obravnavana spojina strukturno preveč razlikuje, ji program ne more izračunati vrednosti 
pKd dovolj zanesljivo, zato se med rezultati pojavi prazno mesto (slika 52).  
Na sliki 50 so prikazani nekateri parametri prvih 17 izdelanih MLR modelov 1. cikla 
izmed skupaj 6 ciklov izračunov. Za vsak posamičen cikel izračunov je bilo izdelanih 428 
takšnih MLR modelov, torej je celokupno število vseh izdelanih MLR modelov 2568. 
 
Slika 50 - Okno programa ISIDA/QSPR, ki prikazuje rezultate prvih 17 ustvarjenih MLR modelov 1. kroga 
od skupno šestih krogov. »n« predstavlja število vseh spojin, ki so bile udeležene pri računanju (set za 
trening), »k« predstavlja število uporabljenih spremenljivk oz. fragmentov, »R2« tokrat predstavlja 
Pearsonov korelacijski koeficient, »F« je Fisherjev kriterij, »s« pa je standardni odmik. 
ISIDA/QSPR je za vsako izmed spojin naredil seznam fragmentov, dolgih od 2 do 15 
atomov, ki se v spojini pojavijo in izbral tiste fragmente, ki bistveno prispevajo k pKd 
vrednosti in imajo posledično vpliv na ugodnost vezave v receptorsko mesto proteina 
VP35. Na sliki 51 je prikazan primer seznama fragmentov, ki so bili uporabljeni za 
izračun pKd za spojino 11, v tabeli 8 pa je kot primer naveden seznam fragmentov s 
pripadajočimi parametri za spojino 23. 
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Slika 51 – Okno programa ISIDA/QSPR, ki prikazuje del seznama deskriptorjev, ki prispevajo k napovedi 
pKd za molekulo 11 z nekaterimi pripadajočimi parametri. V stolpcu »name« je oznaka fragmenta, v stolpcu 
»count« je naveden,o kolikokrat se omenjeni fragment pojavi v molekuli, v stolpcu »contrib.« je utež, ki 
pove, na kakšen način in koliko fragment oz. deskriptor prispeva k napovedi pKd molekule, v stolpcu »sum.« 
pa je zmnožek »count« in »contrib.«. Na levi strani je prikazana strukturna formulo molekule 11. 
 
Tabela 8 – Seznam vseh deskriptorjev, ki prispevajo k napovedi pKd za molekulo 23. V stolpcu Fragment 
so navedene oznake fragmentov, ki so bili uporabljeni za izračun pKd molekule 23, v stolpcu Število je 
navedeno, kolikokrat se pripadajoči fragmenti pojavijo v molekuli 23, v stolpcu Utež so navedeni 
koeficienti, ki povedo, na kakšen način fragment oz. deskriptor prispeva k napovedi pKd molekule, v stolpcu 
Vsota je zmnožek števila in uteži. 
Fragment Število Utež Vsota 
CD(CD'CD') 9 0,273 2,457 
CO(O'CD'CD') 1 -0,956 -0,956 
Cl(CD') 1 0,624 0,624 
C(CD') 1 0,472 0,472 
CD(S'CD') 1 0,600 0,600 
CD(F'CD'CD') 1 0,306 0,306 
CD(CD') 1 -0,549 -0,549 
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Graf 2 - Primerjave izračunanih vrednosti pKd z eksperimentalno določenimi za set spojin, ki so bile 
uporabljene za trening. Rdeča premica ima naklon 45° in predstavlja popolno ujemanje napovedanih pKd 
z dejanskimi. Območje znotraj sivih črt tik ob premici predstavlja 95 % interval zaupanja, območje znotraj 
zelenih črt pa predstavlja 95 % interval napovedi. 
Slika narejena v programu ISIDA/QSPR. 
Na grafu 2 je prikazana primerjava ujemanja izračunanih vrednosti pKd z 
eksperimentalno določenimi za set spojin za trening. Pri tem R2 predstavlja korelacijski 
koeficient, Q2 predstavlja korelacijski koeficient, SD predstavlja standardni odmik, 
RMSE je koren povprečja kvadratov odstopanj, MAE je povprečje absolutnih odstopanj 
F pa predstavlja F-test statistične pomembnosti. Pomen omenjenih statističnih 
parametrov je obrazložen v podpoglavju 5.3.1. Vidimo, da je napoved dobra z vrednostjo 
R2 = 0,9657, RMSE = 0,1099 in SD = 0,100. Območje znotraj sivih črt tik ob premici 
predstavlja 95 % interval zaupanja. Torej lahko s 95 % gotovostjo trdimo, da se 
povprečna vrednost napovedi pKd nahaja med obema sivima črtama. Območje znotraj 
zelenih črt pa predstavlja 95 % interval napovedi. To pomeni, da lahko s 95 % gotovostjo 
trdimo, da se bo izračunana vrednost pKd nahajala znotraj tega intervala [66]. 
Na grafu 3 je prikazana primerjava ujemanja izračunanih vrednosti pKd z 
eksperimentalno določenimi za set spojin za test. Vidimo, da je napoved pKd tokrat 
nekoliko slabša, kot je bila pri setu za test z vrednostjo  R2 = 0,7319 in višjim RMSE. Iz 
grafa je razvidno, da se točke slabše prilegajo premici kot so se na grafu 2. Tako kot 
napovedni model 1 tudi napovedni model 2 nekoliko slabše napove vrednosti pKd 
eksternim spojinam. 
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Graf 3 - Graf primerjave izračunanih vrednosti pKd z eksperimentalno določenimi za set spojin, ki so bile 
uporabljene za test. Rdeča premica ima naklon 45° in predstavlja popolno ujemanje napovedanih pKd z 
dejanskimi. Območje znotraj sivih črt tik ob premici predstavlja 95 % interval zaupanja, območje znotraj 
zelenih črt pa predstavlja 95 % interval napovedi. 
Slika narejena v programu ISIDA/QSPR. 
5.4.1 Rezultati eksternega testa  
Od 15 spojin, ki so bile vsebovane v datoteki vita_subset2.sdf, je bilo vrednost pKd z 
napovednim modelom 1 mogoče napovedati le desetim izmed njih. Preostalih 5 spojin, 
katerim pKd ni bilo mogoče izračunati, je bilo iz izračuna avtomatsko izključenih s strani 
programa ISIDA/QSPR. Te spojine so se strukturno preveč razlikovale od spojin, na 
katerih temelji naš model in jim zato pKd ni bilo mogoče izračunati dovolj zanesljivo. Na 
sliki 52 je prikazana primerjava izračunanih in dejanskih vrednosti pKd z nekaterimi 
pripadajočimi parametri. Pri spojinah, ki so bile iz izračunov izključene, manjka podatek 
o napovedi pKd naveden v stolpcu »Average«. 
Na grafu 4 je prikazana primerjava ujemanja izračunanih vrednosti pKd z dejanskimi za 
spojine, ki so bile uporabljene za eksterni test. Vidimo, da se vrednosti dejanskih in 
napovedanih pKd precej dobro ujemajo z R2det 0,9082 in RMSE 0,2231.  
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Slika 52 - Primerjava vrednosti pKd 15-ih spojin, ki so bile uporabljene za eksterni test. V stolpcu »Datum« 
so navedene eksperimentalno določene vrednosti pKd, v stolpcu »Average« so navedene vrednosti pKd, ki 
jih je določil napovedni model 2, v stolpcu »STDEV« je naveden standardni omik, v stolpcu »Nm« pa je 
prikazano število MLR modelov, ki so bili uporabljeni za izračun pKd. 
Slika narejena v programu ISIDA/QSPR. 
 
 
Graf 4 - Graf primerjave izračunanih vrednosti pKd z eksperimentalno določenimi za set spojin, ki so bile 
uporabljene za eksterni test. Rdeča premica ima naklon 45° in predstavlja popolno ujemanje napovedanih 
pKd z dejanskimi. Območje znotraj sivih črt tik ob premici predstavlja 95 % interval zaupanja, območje 
znotraj zelenih črt pa predstavlja 95 % interval napovedi. 
Slika narejena v programu ISIDA/QSPR. 
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5.5 Izračun vrednosti pKd zbirki spojin za molekulsko sidranje 
5.5.1 Izračun pKd z napovednim modelom 1 – Canvas (Schrödinger) 
V programu Canvas (Schrödinger) smo z napovednim modelom 1 uspeli izračunati 
teoretične vrednosti pKd za vseh 1520 vnesenih spojin. Seznam 10 spojin z najvišjimi 
teoretično določenimi pKd je prikazan v tabeli 9.  
Tabela 9 - Seznam 10 spojin iz zbirke za molekulsko sidranje z najvišjimi teoretičnimi vrednostmi pKd glede 
na napovedni model 1, izdelan s programom Canvas (Schrödinger). V prvem stolpcu je ime spojine, v 
drugem njena struktura, v tretjem pa je teoretično določena vrednost pKd (določena z napovednim modelom 
1). 
Spojina Struktura Napoved pKd 
Nonoksinol-9 
 
17,13 
Ikozapent etil 
 
16,45 
1-Oktadekanol  
14,25 
Miltefozin 
 
14,05 
1-Heksadekanol 
 
13,09 
1-Stearoil-rac-glicerol 
 
13,04 
Izopropil palmitate 
 
12,93 
Ikozapent 
 
12,83 
Natrijev tetradecil 
sulfat 
 
12,70 
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V tabeli 10 so prikazane na podlagi napovednega modela 1 določene teoretične vrednosti 
pKd petih spojin, ki se glede na rezultate molekulskega sidranja najbolje umeščajo v 
vezavno mesto proteina VP35. 
Tabela 10 - Seznam spojin, ki so bile med najboljšimi petimi pri molekulskem sidranju v tarčo VP35. V 
prvem stolpcu je ime spojine, v drugem njena struktura, v tretjem pa je teoretično določena vrednost pKd 
(določena z napovednim modelom 1, ki smo ga pripravili v programu Canvas). 
Spojina Struktura Napoved pKd 
Indekainid 
 
2,42 
Diklonin 
 
5,57 
Atropin 
 
1,30 
Vildagliptin 
 
3,85 
Tonzilamin 
 
5,50 
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5.5.2 Izračun pKd z napovednim modelom 2 – ISIDA/QSPR 
Z napovednim modelom 2 nam ni uspelo določiti teoretičnih vrednosti pKd za nobeno od 
obravnavanih 140 spojin (slika 53). Razlog za to je verjetno prevelika strukturna 
različnost obravnavanih spojin od tistih, na podlagi katerih je bil napovedni model 2 
pripravljen. Izmed 140 obravnavanih spojin ni nobena vsebovala zadostnega števila 
fragmentov, na podlagi katerih bi lahko zanesljivo teoretično določili pKd. 
 
Slika 53 - Okno programa ISIDA/QSPR, ki prikazuje rezultate izračuna teoretičnih pKd za 17 izmed 140 
obravnavanih spojin. Vrednosti pKd smo določali na podlagi napovednega modela 2, ki smo ga pripravili 
v ISIDA/QSPR. 
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6 Sklepne ugotovitve 
V sklopu magistrske naloge smo z in situ spreminjanjem struktur v VP35 vezanih 
ligandov generirali nabor 22 novih hipotetičnih spojin. Te spojine so se in silico odlično 
vezale v vezavno mesto virusnega proteina 35 (VP35). S tem smo pokazali, da lahko 
drobne spremembe v strukturi ligandov zelo močno vplivajo na njegovo afiniteto vezave 
v vezavno mesto. Seesarovo orodje za urejanje molekul »Molecule Editor« se je izkazalo 
kot odličen pripomoček za načrtovanje novih, boljših ligandov. Ugotovili smo, da k 
ugodnejši vezavi najbolj prispeva dodatek nepolarnih skupin v hidrofobne žepke in 
dodajanje skupin, ki tvorijo vodikove vezi na zelo polarna mesta v molekuli. Pri takšni 
obliki načrtovanja ligandov pa se moramo kljub vsemu zavedati, da sinteza generiranih 
spojin v končni fazi morda ne bo izvedljiva. 
Z metodo molekulskega sidranja smo iskali potencialne inhibitorje proteinskih tarč VP24, 
VP30, VP35, VP40 in NPC1. Sidrali smo spojine iz zbirke 1520 ligandov, ki smo jo 
pripravili sami iz literaturnih virov. Za vsako izmed tarč smo med rezultati navedli 5 
spojin, ki so se najbolje vezale v njihovo receptorsko mesto. Izmed 23 izbranih spojin jih 
je bilo 21 takšnih, ki se trenutno že uporabljajo za zdravljenje različnih bolezni. To 
pomeni, da so te učinkovine že dobro raziskane in potrjene kot varne za človeško uporabo. 
Posledično bi bila njihova implementacija kot zdravilo proti eboli tudi cenovno mnogo 
ugodnejša. Izmed omenjenih 21 spojin sta se etambutol in atenolol še zlasti izkazala, saj 
sta se oba pojavila med peterico najboljših ligandov za dve različni tarči hkrati. To 
pomeni, da bi lahko z eno samo spojino hkrati napadli več različnih procesov v 
življenjskem ciklu virusa ebole, kar bi močno ojačalo učinek zdravila ali pa zmanjšalo 
dozo zdravila, ki jo prejme pacient. Kot naslednji korak pri ugotavljanju učinkovitosti bi 
bilo potrebno izvesti in vitro teste, s čimer bi lahko potrdili, ali se izbrane spojine tudi v 
praksi dobro vežejo na virusne tarče in zavirajo pravilno delovanje virusa. 
Z metodo QSAR/QSPR, ki je temeljila na multivariatni linearni regresiji, smo pripravili 
dva napovedna modela, ki zgolj na podlagi molekulske strukture napovesta, kako dobro 
se neka spojina veže v vezavno mesto virusnega proteina 35 (VP35). Prvi napovedni 
model (napovedni model 1) smo pripravili s programom Canvas na osnovi topoloških in 
fizikalno-kemijskih deskriptorjev. Drugi napovedni model (napovedni model 2) pa smo 
pripravili s programom ISIDA/QSPR na podlagi SMF deskriptorjev (substurkturnih 
molekulskih fragmentov). 
Iz izračunanih parametrov ustreznosti modelov (R2, Q2, standardni odmik, RMSE, itn.) 
vidimo, da je program ISIDA/QSPR izdelal model, ki točneje napove vrednosti pKd, 
vendar pa hkrati ta model dovoljuje manjšo raznolikost v strukturi ligandov, katerim je 
pKd mogoče napovedati in je zato model manj praktično uporaben od tistega, ki smo ga 
pripravili v programu Canvas. Slednji lahko izračuna vrednost pKd katerikoli poljubni 
spojini. 
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Oba modela sta bila uporabljena za izračun teoretičnih pKd spojinam iz zbirke, ki smo jo 
uporabili pri molekulskem sidranju. Napovednemu modelu 1 je uspelo določiti vrednosti 
pKd vsem 1520 spojinam, vendar pa se rezultati niso najbolje ujemali s tistimi, ki smo jih 
dobili z metodo molekulskega sidranja. Eden izmed razlogov za neujemanje bi lahko bilo 
dejstvo, da je bil model pripravljen na podlagi zbirke takšnih spojin, ki so si bile med 
seboj strukturno preveč podobne. Zaradi tega bi morda model spojini, ki je popolnoma 
drugačna od tistih, ki so bile uporabljene za pripravo modela, napovedal napačno vrednost 
pKd. Druga težava, ki je morda prispevala k takšnim rezultatom, pa je dejstvo, da je bil 
model pripravljen na zbirki spojin, katerih dejanske pKd vrednosti so bile omejene na 
ozko območje med 2,2 in 4,5. Ekstrapolacija izven tega območja bi se lahko izkazala za 
nezanesljivo. Zaključimo lahko, da napovedni model 1 pravilno napove vrednosti pKd le 
spojinam, ki so strukturno podobne tistim iz uporabljene zbirke ter imajo dejansko 
vrednost pKd med 2,2 in 4,5. 
Z napovednim modelom 2 nam ni uspelo določiti teoretičnih vrednosti pKd za nobeno od 
obravnavanih 140 spojin, ker so se strukturno preveč razlikovale od tistih v zbirki, 
uporabljeni za izdelavo modela. Za napovedni model 2 je bil narejen tudi eksterni test, v 
katerem je bilo uporabljenih 15 spojin, ki so bile strukturno podobne tistim na osnovi 
katerih je bil model pripravljen in katerih vrednosti pKd so bile med 2,2 in 4,5. Model je 
uspešno napovedal vrednost pKd desetim od skupno 15 spojin. Zaključimo lahko, da tako 
kot za napovedni model 1 tudi za napovedni model 2 drži, da ta pravilno napove vrednosti 
pKd le spojinam, ki so strukturno podobne tistim iz uporabljene zbirke ter imajo dejansko 
vrednost pKd med 2,2 in 4,5. 
Če bi želeli razširiti nabor spojin, katerim naš model napove vrednost pKd z določeno 
zanesljivostjo, bi lahko to storili z izbiro drugačne zbirke spojin na osnovi katere bi 
pripravili napovedni model. Zbirka, ki bi nam to omogočala, bi morala vsebovati spojine, 
ki so si med seboj strukturno bolj različne in, katerih dejanske pKd vrednosti zavzemajo 
širše območje. S tem, ko bi lahko napovedali pKd bolj medsebojno raznolikim spojinam, 
pa bi morda hkrati izgubili tudi nekaj natančnosti in točnosti pri sami napovedi. 
Pripravljenemu modelu bi lahko dodatno izboljšali točnost napovedi tudi, če bi uporabili 
obsežnejšo zbirko, kar pa bi v zameno tudi bistveno podaljšalo proces izračunov. 
Orodja za virtualno rešetanje, kot sta QSAR in molekulsko sidranje, bi se lahko v 
prihodnosti izkazala za močno orodje na področju razvoja novih zdravil. Laboratorijski 
in vitro testi so trenutno od virtualnih metod še precej bolj zanesljivi, vendar pa se 
področje virtualnega rešetanja močno razvija. Prednost tehnik virtualnega rešetanja je 
tudi to, da ponujajo cenovno ugodne in hitre analize obsežnih zbirk spojin, v nasprotju z 
laboratorijskimi analizami, ki so časovno zelo zamudne in drage. 
V tej magistrski nalogi smo se osredotočili na iskanje malih organskih molekul kot 
potencialnih inhibitorjev virusa ebole. Prednost zdravil na osnovi malih organskih 
molekul je, da so za bolnike lahko dostopna, ker so poceni ter nezahtevna za shranjevanje 
in transport, prav tako so takšna zdravila preprosta za doziranje. Prednost zdravil na 
osnovi malih molekul pred zdravili na osnovi protiteles je tudi, da so mnogo manj 
specifična in posledično manj občutljiva na mutacije virusa. V primeru novih izbruhov 
epidemije ebole bi bilo zdravljenje z zdravili na osnovi malih organskih molekul mnogo 
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bolj praktično, saj bi ta zdravila bolje prenesla transport v odročne kraje in shranjevanje 
pri nereguliranih pogojih. Mnoge afriške vasi namreč nimajo dostopa do električnega 
omrežja, ki bi omogočalo uporabo hladilnikov in hladilnih skrinj. Trenutno je naš prvi 
cilj v boju proti eboli obvladovati prihajajoče epidemije z učinkovitimi in varnimi zdravili 
ter poskusiti preprečiti prenos s cepljenjem. Če želimo bolezen nekoč dokončno iztrebiti, 
pa bi morali preprečiti njeno širjenje tudi med vsemi živalskimi vrstami pri katerih se 
bolezen pojavlja. 
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